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A b s t r a c t
V i n y l c h l o r i d e (V C ) i s a k n o w n h u m a n a n d a n i m a l c a r c i n o g e n r e q u i ri n g m e t a b o l i c
a c t iv a t i o n b y c y t o c h r o m e P 4 5 0 - d e p e n d e n t m o n o o x y g e n a s e s . T h e m e t a b o l i c p r o d u c t s o f v i n y l
c h l o ri d e
,
c h l o r o e t h y l e n e o x i d e a n d c h l o r o a c e t a l d e h y d e , r e a c t w i t h d e o x y ri b o n u c l e i c a c i d s t o
f o r m D N A a d d u c t s . T h e f o r m a t i o n a n d p e r s i s t e n c e o f D N A a d d u c t s h a v e b e e n p r e v i o u s l y
r e p o r t e d i n p r e w e a n l i n g Sp r a g u e - D a w l e y r a t s a n d d a m s e x p o s e d t o v i n y l c h l o ri d e b y
i n h a l a t i o n . I n t h e p r e s e n t s t u d y , a d u l t m a l e Sp r a g u e - D a w l e y r a ts w e r e e x p o s e d t o 5 0 0 p p m




e t h e n o g u a n i n e (e G ) w a s a c c o m p l i s h e d b y l o w r e s o l u t i o n g a s c h r o m a t o gr a p h y - n e g a t i v e i o n
c h e m i c a l i o n i z a t i o n - m a s s s p e c t r o m e t r y (G C - M S) m o n i t o ri n g o f t h e [M - 18 1 ]
"
f r a gm e n t o f
e G
'
s d i p e n t a f l u o r o be n z y l d e ri v a t i v e , S . S - P FB j - e G . e G c o n c e n t r a t i o n s , e x p r e s s e d a s pm o l
a d d u c t /p m o l u n m o d i f i e d g u a n i n e , w e r e 0 . 5 7 ± 0 . 0 6 , 1 . 3 ± 0 . 5 4 , 1 . 4 ± 0 . 2 1 , a n d 2 . 0 ± 0 . 9 1
f o l l o w i n g 1 , 2 , 4 , o r 8 w e e k s o f V C e x p o s u r e , r e s p e c t i v e l y . T o v e ri f y t h e l o w r e s o l u t i o n
G C - M S , a h i g h r e s o l u t i o n G C - M S m e t h o d w a s a p p l i e d t o p r o v i d e b o t h a h i g h l y s e n s i t i v e a n d
h i g h l y s p e c i fi c m e t h o d f o r q u a n t i t a t i n g e G . Wh e r e a s l o w r e s o l u t i o n c o u l d s e l e c t i v e l y m o n i t o r
s i n g le i o n m a s s e s o f m i z 3 5 4 ± 0 . 5 f o r P F B - e G a n d m i z 35 8 ± 0 . 5 f o r PF B - C
^ C J e G , t h e h i g h
r e s o l u t i o n m e t h o d c o u l d d e t e c t e x a c t m a s s e s ( 10 , 0 0 0 r e s o l u t i o n p o w e r ) o f t h e e G a n a l y t e a n d
i t s " C - l a b e l e d a n a l o g , [
" C J - e G . T h e r e l a t i v e r e s p o n s e r a t i o s o f t h e e G a n a l y t e t o i t s i n t e r n a l
s t a n d a r d
, [
^ ^ C J - e G , w e r e c o m p a r a b l e be t w e e n l o w r e s o l u t i o n a n d h i gh r e s o l u t i o n G C - M S .
T h e c o n c e n t r a t i o n s o f e G u s i n g h i g h r e s o l u t i o n G C - M S w e r e 0 . 4 5 ± 0 . 0 7 , 1 . 1 ± 0 . 6 1, 1 . 5 ±
0 . 4 3 , a n d 1 . 7 ± 0 . 7 9 f o l l o w i n g 1, 2 , 4 , o r 8 w e e k s o f V C e x p o s u r e , r e s p e c t i v e l y . I n a d di t i o n ,
t h e a m o u n t s o f e n d o g e n o u s e G w e r e a n a l y z e d i n l i v e r D N A fr o m u n t r e a t e d Sp r a g u e - D a w l e y
r a t s ( 5 3 - w e e k o l d ) , S p r a g u e - D a w l e y r a t s ( 8 - w e e k o l d ) , F i s c h e r 3 44 r a t s , a n d h u m a n s a m p l e s .
T h e e G c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d b y l o w r e s o l u t i o n w e r e 0 . 2 7 ± 0 . 0 7 , 0 . 5 7 ± 0 . 4 8 , 0 . 1 6 ± 0 . 0 2 ,
a n d 0 . 5 6 ± 0 . 35 pm o l e G/ pm o l g u a n i n e f o r Sp r a g u e
- D a w l e y r a t s , F i s c h e r 3 4 4 r a t s , a n d
h u m a n s . C o m p a r a b l e l e v e l s (0 . 0 2 [ n = l ] , 0 . 32 ± 0 . 17 , 0 . 0 6 ± 0 . 0 7 , a n d 0 . 8 1 ± 0 . 9 7 pm o l
e G / pm o l G ) w e re m e a s u r e d b y h i g h re s o l u t i o n . Wh i l e t h e s o u rc e s o f e n d o g e n o u s e G a r e
p r e s e n t l y u n k n o w n , t h e a p p l i c a t i o n o f h i g h r e s o l u t i o n G C - M S t o i t s d e t e c t i o n l e f t l i t t l e d o u b t
a s t o i t s i d e n t i t y . Si n c e e G i s o n e o f t h e m o s t p r o m u t a g e n i c D N A a d d u c t s f o r m e d b y
e x o g e n o u s a lk y l a t i n g a g e n t s , t h i s e n d o g e n o u s D N A a d d u c t m a y b e o f im p o r t a n c e i n h u m a n
c a n c e r . O u r f i n d i n g s t h a t e G i n c r e a s e d i n a n e x p o s u r e - r e l a t e d m a n n e r i n D N A f r o m r a t s
e x p o s e d t o v i n y l c h l o r i d e , a n d w a s a l s o p r e s e n t i n u n e x p o s e d a n im a l s p r e s e n t i m p o r t a n t n e w
d a t a f o r V C - i n d u c e d c a r c i n o ge n e s i s .
I n t r o d u c t i o n
V i n y l c h l o r i d e (V C ) i s a s i g n i f i c a n t i n d u s t r i a l c h e m i c a l b e c a u s e o f i t s a s s o c i a t i o n w i t h
a r a r e h u m a n l i v e r c a n c e r , a n g i o s a r c o m a , a n d b e c a u s e o f i t s w i d e v a ri e t y o f e n d - u s e p r o d u c t s .
B o th t h e I n t e rn a t i o n a l A g e n c y f o r R e s e a r c h o n C a n c e r (I A R C ) a n d t h e U n i t e d S t a t e s
E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y (E P A ) h a v e c l a s s i fi e d V C a s a h u m a n c a r c i n o g e n (A T S D R ,
19 9 3 ) . T he c h e m i c a l a n d p h y s i c a l p r o p e r t i e s o f V C h a v e b e e n w e l l c h a r a c t eri z e d , a n d a l l o w
f o r e s t i m a t i o n o f i t s e n v i r o n m e n t a l f a t e a n d t r a n s p o r t p r o c e s s e s . T h e p h a r m a c o k i n e t i c s o f V C
h a v e b e e n w i d e l y s t u d i e d u s i n g a n i m a l m o d e l s , a n d n u m e r o u s i n v i t r o a n d i n v i v o a s s a y s
p r o v i d e i n f o r m a t i o n o n t h e m u t a g e n i c i t y a n d c a r c i n o g e n i c i t y o f V C a n d i t s m e t a b o l i c
p r o d u c t s . T h e c a r c i n o ge n i c i t y a n d a d v e r s e h e a l t h e f f e c t s o f V C h a v e p r o m p t e d p u b l i c
c o n c e r n a n d r e g u l a t o r y a c t i o n o n a l l l e v e l s o f g o v e r n m e n t .
P r o d u c t i o n a n d U s e o f V i n y l C h l o r i d e
V i n y l c h l o ri d e i s a n a n t h r o p o ge n i c l o w m o l e c u l a r w e i g h t c h e m i c a l . A t s t a n d a r d
t e m p e r a t u r e a n d p r e s s u r e , i t i s a c o l o r l e s s g a s w i t h a m i l d s w e e t o d o r . V C i s s l i g h t l y s o l u b l e
i n w a t e r
,
h o w e v e r
,
m o r e s o l u b l e i n a l c o h o l s a n d o r g a n i c s o l v e n t s , a n d b a s e d o n V C
'
s v a p o r
p r e s s u r e (2 , 6 6 0 mm H g ) a l l o f t h e V C p r e s e n t i n a i r w i l l e x i s t i n v a p o r f o r m (A T S D R , 19 9 3 ) .
I n 19 8 8 , 9 . 1 b i l l i o n p o u n d s o f V C w e r e p r o d u c e d i n t h e U n i t e d S t a t e s , a n d 1 1 b i l li o n p o u n d s
a r e e s t i m a t e d f o r p r o d u c t i o n i n 19 9 3 (CM R , 19 89 ; A T SD R , 19 9 3 ) . C u r r e n t l y , V C i s
p r o d u c e d b y t h e c h l o ri n a t i o n o f e t h y l e n e . E t h y l e n e i s c h l o ri n a t e d t o f o r m 1 , 2 - d i c h l o r o e t h a n e ,
a n d t h e n 1 , 2 - d i c h l o r o e t h a n e i s s u b j e c t e d t o h i g h t e m p e r a t u r e a n d p r e s s u r e (SSO
^ C a n d 2 . 5 - 3 . 0
m e g a P a , r e s p e c t i v e l y ) t o m a k e V C m o n o m e r (C o w f e r a n d M a g i s t r o , 1 9 8 5 ) . T h e m a j o ri t y o f
V C p r o d u c e d c o m m e r c i a l l y i s u s e d t o p r o d u c e p o l y v i n y l c h l o ri d e (PV C ) i n t h e p l a s t i c s
i n d u s t r y . P V C i s f a i r l y i n e x p e n s i v e t o m a n u f a c t u r e a n d i s a v e r y e f fi c i e n t c o n s t r u c t i o n
ma t e ri a l o n a n e n e r g y - e q u i v a l e n t b a s i s . A p p r o x i m a t e l y 9 1% o i V C m o n o m e r r e s u l t s i n P V C
p r o d u c t s s u c h a s P V C p i p e s , p a c k a g i n g m a t e i i a l , f u r n i t u r e , a u t o m o t i v e p a r t s a n d a c c e s s o ri e s ,
w a l l c o v e ri n g s , a n d w i r e c o a t i n g (C M R , 19 8 9 ; C o w f e r a n d M a g i s t r o , 19 85 ) . V C i s a l s o
c o p o l y m e ri z e d w i t h v i n y l a c e t a t e t o m a k e f i lm s a n d r e s i n s , l i k e S a r a n w r a p .
So u r c e s a n d F a t e o f V C i n t h e E n v i r o n m e n t
T h e p l a s t i c s i n d u s t r y i s t h e g r e a t e s t s o u r c e o f V C i n t h e e n v i r o n m e n t v i a d i s c h a r g e
i n t o t h e a i r o r w a s t e w a t e r . V C i s a l s o r e l e a s e d i n t o a i r f r o m t o b a c c o s m o k e ; o n e c i g a r e t t e
c o n t a i n s 5 . 6 t o 2 8 n a n o g r a m s o f V C (H o f f m a n e t a l . , 19 7 6 ) . V C i s a d e g r a d a t i o n p r o d u c t o f
o t h e r c h l o ri n a t e d e t h a n e s a n d e t h e n e s , s u c h a s t r i c h l o r o e t h y l e n e , t e t r a c h l o r o e t h y l e n e , a n d
t ri c h l o r o e t h a n e (F r e e d m a n a n d G o s s e t t , 1 9 8 9 ) , a n d t h u s o f e n v i r o n m e n t a l c o n c e rn a t
h a z a r d o u s w a s t e s i t e s a n d f r o m s p i l l s , l a n d f i l l s , a n d i n d u s t r i a l w a s t e . T h e T o x i c s R e l e a s e
I n v e n t o r y f o r 19 8 8 e s t i m a t e d a b o u t 1 . 4 m i l l i o n p o u n d s o f V C w e r e r e l e a s e d d i r e c t l y i n t o t h e
a t m o s p h e r e , a b o u t 2 , 1 8 0 p o u n d s w e r e r e l e a s e d o n t o l a n d , a n d a t l e a s t 2 , 0 1 8 p o u n d s o f V C
w e r e r e l e a s e d i n t o w a t e r f r o m f a c i l i t i e s r e q u i r e d t o r e p o rt V C e m i s s i o n s (T R I 8 8 , 19 9 0 ) . O f
1, 30 0 h a z a r d o u s w a s t e s i t e s t e s t e d f o r t h e p r e s e n c e o f V C , a i r a t 2 4 5 (- 19% ) c o n t a i n e d
m e a s u r a b l e a m o u n t s o f V C (A T SD R , 19 9 3 ) .
T h e p ri m a r y r e m o v a l p r o c e s s o r f a t e o f V C i n t h e a tm o s p h e r e i s p h o t o c h e m i c a l
d e g r a d a t i o n . V C w i l l r a p i d l y v o l a t i l i z e i n t o a i r f r o m w a t e r a n d d r y s o i l s (- 10 c m d e e p ) .
S u b s e q u e n t l y , V C w i l l r e a c t w i t h h y dr o x y l r a d i c a l s p r e s e n t i n t h e a t m o s p h e r e t o p r o d u c e
h y dr o g e n c h l o r i d e , f o r m a l d e h y d e , f o rn i y l c h l o ri d e , a c e t y l e n e , a n d c h l o r o a c e t a l d e h y d e . V C i n
d e e p e r s o i l s d o e s n o t t e n d t o s o r b t o s o i l p a r t i c l e s , b u t l e a c h e s i n t o g r o u n d w a t e r w h e r e i t m a y
u n d e r g o m i c r o bi a l d e g r a d a t i o n t o c a r b o n d i o x i d e v i a a e r o b i c a n d / o r a n a e r o b i c p a t h w a y s .
R o u t e o f E x p o s u r e
T h e p r e d o m i n a n t r o u t e o f e x p o s u re t o h u m a n s i s t h r o u g h i n h a l a t i o n . O r a l e x p o s u r e
m a y b e p o s s i b l e d u e t o i n g e s t i o n o f c o n t a m i n a t e d w a t e r o r f o o d , a l t h o u g h t h e a m o u n t s a r e
v e r y s m a l l . T h e r e i s v i r t u a l l y n o d e r m a l e x p o s u r e o f V C d o c u m e n t e d . B e tw e e n 19 8 1 a n d
19 8 3 , N I O S H e s t im a t e s t h a t 8 1, 3 14 w o r k e r s w e r e p o t e n t i a l l y e x p o s e d t o V C (N O E S , 19 9 0 ) .
I n h a l a t i o n e x p o s u r e d u e t o r u r a l a n d u r b a n a m b i e n t a i r i s e s s e n t i a l l y z e r o d u e t o V C
'
s r a p i d
v o l a t i l i z a t i o n a n d p h o t o c h e m i c a l d e g r a d a t i o n . H o w e v e r , 8 5% o f a i r s a m p l e s a t l a n d f i l l s i n
C a l i f o r n i a h a d V C
,
a n d 5 0 % o f t h o s e h a d c o n c e n t r a t i o n s a b o v e 1 p a r t p e r m i l l i o n (p p m )
(Wo o d a n d P o r t e r , 19 87 ) . E PA
'
s 19 8 2 G r o u n d w a t e r S u pp l y Su r v e y i d e n t i f i e d t h a t o n l y
0 . 7 4 % o f 9 4 5 s i t e s t e s t e d c o n t a i n e d V C . T h e m a x im u m c o n c e n t r a t i o n f o u n d a t a r a n d o m s i t e
w a s a t t h e l im i t o f d e t e c t i o n (d e t e c t i o n l i m i t = 0 . 0 0 1 p p m ), a n d 0 . 0 0 8 4 a t a n o n - r a n d o m s i t e
(W e s t ri c k e t a l . , 19 8 4 ) . T h u s , p o p u l a t i o n s a t g r e a t e s t r i s k o f e x p o s u r e a r e w o r k e r s i n V C a n d
P V C m a n u f a c t u r i n g p l a n t s , i n d i v i d u a l s l i v i n g n e a r m a n u f a c t u r i n g p l a n t s , h a z a r d o u s w a s t e
s i t e s , l a n d f i l l s , a n d s m o k e r s .
P ha r m a c o k i n e t i c s o f V i n y l C h l o r i d e
T h e p h a r m a c o k i n e t i c s o f V C (a b s o r p t i o n , d i s t ri bu t i o n , m e t a b o l i s m , a n d e l i m i n a t i o n )
h a v e be e n w e l l c h a r a c t e ri z e d (e . g . , W a t a n a b e e t a l . , 1 9 7 6 a , 19 7 6 b , 19 7 6c ) . A b s o r p t i o n o f V C
i s r a p i d i n m a m m a l s . A n e q u i l i bri u m b e t w e e n a t m o sp h e ri c V C a n d a n o r g a n i s m i s r e a c h e d
w i t h i n 15 m i n u t e s (B o l t e t a l . , 197 7 ) . T h e d i s t ri b u t i o n o f V C i s r a p i d a n d w i d e s p r e a d , a n d
i n c l u d e s t h e g e n e r a t i o n o f m e t a b o l i t e s a n d t h e i r e l i m i n a t i o n . V C i s m e t a b o l i z e d b y t h e m i x e d
f u n c t i o n o x i d a s e (M F O ) s y s t e m . T h e m i c r o s o m a l e n z y m e c y t o c h r o m e P 4 5 0 2 E 1 o x i d a t i v e l y
r e a c t s w i t h V C t o f o r m t h e e p o x i d e , c h l o r o e t h y l e n e o x i de (C E O ), w h i c h n o n e n z y m a t i c a l l y
r e a r r a n g e s t o f o r m c h l o r o a c e t a l d e h y d e (C A A ) (G u e n g e ri c h a n d W a t a n a b e , 1 9 7 9 ) . B o t h C E O
a n d C A A a r e e l i m i n a t e d t h r o u g h c o n j u g a t i o n r e a c t i o n s w i t h g l u t a t h i o n e (G SH ) t o f o r m m o r e
w a t e r s o l u b l e i n t e r m e d i a t e p r o d u c t s . T h e G S H c o n j u g a t e s a r e t h e n m o d i f i e d t o m o r e e a s i l y
e x c r e t a b l e u ri n a r y m e t a b o l i te s , N - a c e t y l - S - (2 - h y d r o x y e t h y l )c y s t e i n e f r o m C E O a n d
t h i o d i g l y c o l i c a c i d fr o m CA A (G r e e n a n d H a t h a w a y , 19 7 5 ; F i l s e r a n d B o l t , 19 7 9 ) . S i n c e
t h i o d i g l y c o l i c a c i d i s t h e m aj o r u ri n a r y m e t a b o l i t e , V C i s p ri m a ri l y m e t a b o l i z e d v i a t h e C A A
p a t h w a y .
T h e m e t a b o l i s m o f V C i s a d o s e - d e p e n d e n t a n d s a t u r a b l e p r o c e s s (B o l t e t a l . , 19 7 7 ,
19 80 ) . A t l o w c o n c e n t r a t i o n s (< 2 50 p p m ) V C f o l l o w s f i r s t - o r d e r k i n e t i c s , b u t a t h i g h e r
c o n c e n t r a t i o n s (> 2 5 0 p pm ) V C i s m e t a b o l i z e d b y z e r o - o r d e r , o r M i c h a e l i s - M e n t e n k i n e t i c s
(B o l t e t a l . , 19 7 7 ; F i l s e r a n d B o l t , 1 9 7 9 ) . M i c h a e l i s - M e n t e n k i n e t i c s d e s c ri b e s t h e s a t u r a b l e
p r o c e s s i n w h i c h t h e r a t e o f m e t a b o l i s m o f V C i s i n d e p e n d e n t o f t h e c o n c e n t r a t i o n d o s e .
T h e r e i s n o a c c u m u l a t i o n o f V C o r i t s m e t a b o l i t e s d u e t o i t s r a p i d m e t a b o l i s m a n d e l i m i n a t i o n
p a t h w a y s ( B o l t e t a l . , 197 7 ) .
T h e m e t a b o l i t e s C E O a n d C A A a r e e l e c t r o p h i l i c s p e c i e s t h a t c o v a l e n t l y bi n d t o
d e o x y ri b o n u c l e i c a c i d s , ri b o n u c l e i c a c i d s , a n d p r o t e i n s f o r m i n g D N A , R N A , a n d p r o t e in
a d d u c t s . I r r e v e r s i b l e b i n d i n g o f C E O a n d C A A t o t i s s u e m a c r o m o l e c u l e s h a s b e e n
d e m o n s t r a t e d i n v i t r o (e . g . , G u e n g e ri c h a n d W a t a n a b e , 1 97 9 ; O e s c h a n d D o e r j e r , 19 8 2 ;
K u s m i e r e k a n d S i n g e r , 1 9 8 2 ) a n d i n v i v o (G r e e n a n d H a t h a w a y , 1 97 8 ; L a i b e t a l . , 1 9 8 1 ; B o l t ,
1 9 8 6 ; E b e r l e e t a l . , 1 9 8 9 ; C i r o u s s e l e t a l . , 19 9 0 ; F e d t k e e t a l , 1 9 90 b ) . T h e f o u r a d d u c t s
i d e n t i f i e d i n v i v o a r e 7 - (2 - o x o e t h y l )g u a n i n e (O E G ) a n d N
^
,
3 - e t h e n o g u a n i n e (e G ) a s b a s e s ,
a n d 3
,
N * - e t h e n o d e o x y c y t id i n e (e d C ) a n d l , N
^
- e t h e n o d e o x y a d e n o s i n e a s n u c l e o t i d e s
(S w e n b e r g e t a l . , 1 9 9 2 ) ( s e e F i g u r e 1 f o r s t r u c t u r e s ) . A f i f t h a d d u c t , l , N
^
- e t h e n o d e o x y
-
g u a n o s i n e (e d G ) h a s b e e n i d e n ti f i e d i n v i t r o a s a p r o d u c t f r o m t h e r e a c t i o n o f D N A a n d C A A
(K u sm i e r e k a n d Si n g e r , 19 9 2 ) , b u t h a s n o t b e e n s h o w n t o e x i s t i n v i v o . F o i l e s e t a l . ( 19 9 2 )
c o u l d n o t d e t e c t e d G i n G 12 c e l l s r e a c t e d w i t h C A A b y i m m u n o a f f i n i t y /E L I SA b e c a u s e o f
p o o r b i n d i n g a f f i n i t y o f t h e e d G a n t i b o d i e s . C E O i s t h e u l t i m a t e c a r c i n o g e n i c m e t a b o l i t e
r e s p o n s i b l e f o r a d d u c t f o r m a t i o n f r o m V C e x p o s u r e , w hi l e CA A i s p r im a ri l y r e s p o n s i b l e f o r
p r o t e i n a d d u c t f o r m a t i o n (B o l t , 1 9 86 ; G u e n g e ri c h , 19 9 2 ) . I n v i t r o CA A d o e s n o t f o r m t h e
m o s t p r e d o m i n a n t a d d u c t , O E G (O e s c h a n d D o e r j e r , 19 8 2 ) f o u n d i n v i v o (O s t e r m a n n - G o l k a r ,
19 7 7 ; L a i b e t a l . , 19 8 1) a n d i n v i t r o v i a C E O e x p o s u r e (S c h e r e r e t a l . , 1 9 8 1) . B i n d i n g i s t h e
h i g h e s t i n t h e l i v e r a s e v i d e n c e d b y t h e h i g h l e v e l s o f a d d u c t f o r m a t i o n d u e t o c y t o c h r o m e P -
4 5 0 2 E 1 m e t a b o l i s m o f V C t o CE O a n d C A A (S w e n be r g e t a l . , 19 9 2 ) .
C a r c i n o g e n i c i ty a n d M u t a g e n i c i ty of V i n y l C hl o r i d e a n d I t s M e t a b o l i t e s
D e a t h s o f t w o V C w o r k e r s b y a s p h y x i a t i o n d u e t o e x t r e m e l y h i g h l e v e l s o f V C v a p o r s
w e r e r e p o r t e d i n 19 6 0 (D a n z i g e r , 1 9 60 ) . C r e e c h a n d J o h n s o n ( 197 4 ) f i r s t s u g g e s t e d t h a t a
r a r e l i v e r c a n c e r
,
a n g i o s a r c o m a , m a y b e c a u s a l l y r e l a t e d t o V C e x p o s u r e a f t e r f o u r c a s e s h a d
b e e n r e p o r t e d i n w o r k e r s e m p l o y e d i n t h e m a n u f a c t u r e o f PV C r e s i n s (C r e e c h a n d Jo h n s o n ,
19 7 4 ; L e e a n d H a r r y , 19 7 4 ) . T he s e c a s e r e p o r t s l e d t o m o r e a n im a l c a r c i n o g e n i c i t y
b i o a s s a y s , s h o r t - t e r m t e s t s f o r m u t a g e n i c i t y , a n d i n v e s t i g a t i o n s o f t h e m e c h a n i s m s o f V C -
i n d u c e d c a r c in o g e n e s i s .
T h e c a r c i n o g e n i c e f f e c t s o f V C h a v e be e n w e l l d o c u m e n t e d i n c h r o n i c a n im a l s t u d i e s
(V i o l a e t a l . , 19 7 1 ; M a l t o n i a n d L e f e m i n e , 1 9 7 4 ; F e r o n e t a l . , 1 9 7 9 ) . M a l t o n i a n d L e f e m i n e
( 19 7 4 ) o b s e r v e d t h a t V C e x p o s u r e v i a i n h a l a t i o n i n d u c e d f i v e d i s t i n c t t y p e s o f t u m o r s :
a n g i o s a r c o m a , p a r t i c u l a r l y i n l i v e r ( r a t s a n d m i c e ) , n e p h r o b l a s t o m a s (r a t s ) , Z ym b a l g l a n d
c a r c i n o m a s (r a t s ) , p u lm o n a r y a d e n o m a s w h i c h m a y t r a n s f o r m t o m a l i g n a n t p u lm o n a r y
c a r c i n o m a s (m i c e ) , a n d m a m m a r y c a r c i n o m a s (m i c e ) . A d i r e c t r e l a t i o n s h i p b e t w e e n d o s e a n d
l e n g t h o f e x p o s u r e , a n d c a r c i n o g e n i c e f f e c t s w a s e s t a b l i s h e d . T h e o v e r a l l i n c i d e n c e o f t u m o r s
i n c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n o f V C , 1 6% t u m o r f o r m a t i o n a t 2 50 p p m c o m p a r e d t o
3 9% a t 10 , 0 0 0 p p m (M a l t o n i a n d L e f e m i n e , 19 7 4 ) . O th e r t y p e s o f c a n c e r i n h u m a n s t h a t
h a v e b e e n a s s o c i a t e d w i t h V C e x p o s u r e i n c l u d e c a n c e r o f t h e b r a i n a n d c e n t r a l n e r v o u s
s y s t e m , t h e l u n g a n d r e sp ir a t o r y t r a c t , a n d t h e l y m p h a t i c / h e m a t o p o i e t i c s y s t e m (A T SD R ,
19 9 3 ) . I n a d d i t i o n , V C h a s b e e n f o u n d t o b e a t r a n s p l a c e n t a l c a r c i n o ge n . I t c a n c r o s s t h e
p l a c e n t a a n d c a u s e a n g i o s a r c o m a s i n t h e o f f s p r i n g o f e x p o s e d d a m s (M a l t o n i a n d L e f e m i n e ,
19 7 4 ) .
V C a n d i t s m e t a b o li t e s C E O a n d C A A h a v e b e e n s h o w n t o b e m u t a ge n i c i n
Sa lm o n e l l a ty p h i m u r i um s t r a i n s (M a l a v e i l l e e t a l . , 197 5 ; M c C a n n e t a l . , 1 9 7 5 ) , a n d C E O a n d
C A A i n C h i n e s e h a m s t e r V 7 9 c e l l s (H u be r m a n e t a l . , 19 7 5 ) . V C i t s e l f h a s l o w c h e m i c a l
r e a c t i v i t y , b u t c a u s e d m u t a t i o n s i n t e s t e r s t r a i n s T A 15 3 0 , T A 15 3 5 , a n d G - 4 6 , w hi c h w e r e
r e v e r t e d b y s i n g l e b a s e - p a i r s u b s t i t u t i o n , i n t h e p r e s e n c e o f S - 9 m i c r o s o m a l f r a c t i o n s
(M a l a v e i l l e e t a l . , 19 7 5 ) . N o s i g n i f i c a n t m u t a g e n i c r e s p o n s e w a s r e p o r t e d i n s t r a i n T A 15 3 8 ,
w h i c h i s r e v e r t e d b y f r a m e s h i f t m u t a g e n s , w h e n e x p o s e d t o V C . V C d i d n o t s h o w a n y
c y t o t o x i c e f f e c t s (8 6 - 13 1% b a c t e r i a l s u r v i v a l ) . C A A c a u s e d h i g h t o x i c i t y i n b a c t e r i a
(< 0 . 0 0 4 % s u r v i v a l a t 0 . 4 p m o l/ m l ) , w h e r e a s CE O h a d l o w t o x i c i t y ( 1 1% s u r v i v a l a t 0 . 4
pm o l/ m l ) . T h e m u t a ge n i c e v e n t s o c c u r r e d b y s i n gl e b a s e s u b s t i t u t i o n r a t h e r t h a n t h r o u gh
f r a m e sh i f t s .
T h e m u t a g e n i c e f f e c t s o f V C i n w o r k e r s ( 1 5 - y e a r w o r k i n g a v e r a g e ) f r o m t h e p l a s t i c s
i n d u s t r y h a v e be e n s t u di e d (F u Ci d e t a l . , 19 9 0 ) . T h e s e e f f e c t s i n c l u d e d i n c r e a s e d p e r c e n t a g e s
o f c h r o m o s o m a l a b e r r a t i o n s (c h r o m a t i d b r e a k s , c h r o m o s o m e b r e a k s , d i c e n t ri c c h r o m o s o m e s ,
a n d a c e n t ri c f r a gm e n t s ) , m i c r o n u c l e i , a n d s i s t e r - c h r o m a t i d e x c h a n g e f r e q u e n c i e s .
A l t h o u g h O E G i s t h e m o s t a b u n d a n t a d d u c t f o r m e d i n v i v o (9 8% , F e d t k e e t a l . ,
19 9 0 b ), O E G l a c k s m i s c o d i n g p r o p e r t i e s i n v i t r o (B ar b i n e t a l . , 19 8 5 ) . I n a d d i t i o n , O E G
'
s
l a c k o f p e r s i s t e n c e (T j ĵ = 62 hr s ) d o e s n o t s u gg e s t t h a t t h i s a d d u c t i s r e s p o n s i b l e f o r t h e
m u t a g e n i c a n d c a r c i n o g e n i c e f f e c t s o f V C (F e d t k e e t a l . , 1 9 90 b ) . O n t h e o t h e r h a n d , e G
m i s i n c o r p o r a t e d 2
'
- d e o x y t h y m i d i n e (T ) i n v i t r o w i t h a f r e q u e n c y o f 2 0 % (Si n g e r e t a l . , 19 87 ) .
T h e e t h e n o ri n g o f e G d i d n o t in t e r f e r e w i t h t h e t w o h y d r o g e n b o n d s be t w e e n e G a n d T n o r
b e t w e e n i t s n o r m a l b a s e p a ir o f 2
'
- d e o x y c y t i di n e (C ) (Si n g e r e t a l . , 19 87 ) . Ch e n g e t a l .
( 19 9 1 ) d e m o n s t r a t e d t h e m u t a g e n i c p o t e n t i a l o f e G t o c a u s e G ^ A t r a n s i t i o n s (~ 13% ) d u r i n g
D N A r e p l i c a t i o n i n E . c o l i . J a c o b s e n e t a l . ( 19 89 ) r e a c t e d CA A w i t h s i n g l e - s t r a n d e d D N A
t h a t l e d t o a d o s e - d e p e n d e n t e t h e n o a d d u c t f o r m a t i o n o f e d C a n d e dA . M u t a t i o n s o c c u r r e d
m u c h m o r e f r e q u e n t l y a t C s i t e s t h a n a t A s i t e s , a n d n o n e a t G o r T s i t e s . O f t h e b a s e - p a i r
m u t a t i o n s a t C s i t e s , 8 0% w e r e C —> T t r a n s i t i o n s a n d 2 0% C ^ A t r a n s v e r s i o n s (J a c o b s e n e t
a l . , 1 9 8 9 ) . F u r t h e r m o r e , e d A a d d u c t s a p p e a r e d t o b e l a r ge l y b y p a s s e d i n a n e r r o r - f r e e
m a n n e r , s t i l l a l l o w i n g T i n c o r p o r a t i o n o p p o s i t e e d A (Ja c o b s e n e t a l . , 19 8 9 ; Si n g e r e t a l . ,
1 9 8 4 ) . T h u s , e dA h a s l o w m u t a g e n i c e f f i c i e n c y , a b o u t 1 d G T P i n c o r p o r a t i o n p e r 5 0 0 e d A
(S i n g e r e t a l . , 1 9 84 ) . N o d C T P w a s i n c o r p o r a t e d o p p o s i t e e d A (Si n g e r e t a l . , 1 9 8 4 ) .
I n i t i a t i n g e v e n t s s u c h a s b a s e - p a i r m i s m a t c h o f t h e m o r e p e r s i s t e n t e t h e n o a d d u c t s a r e
s u s p e c t e d i n t h e i n d u c t i o n o f c a n c e r (S w e n b e r g e t a l . , 1 9 92 ) .
R e g u l a t i o n o f V i n y l C h l o r i d e
T h e a d v e r s e h e a l t h e f f e c t s , m u t a g e n i c i t y , a n d c a r c i n o g e n i c i t y a s s o c i a t e d w i t h V C h a v e
l e d t o r e g u l a t o r y a c t i o n b y f e d e r a l a n d s t a t e a g e n c i e s . A T S D R h a s d e ri v e d a m i n i m a l ri s k
l e v e l v a l u e o f 0 . 0 0 2 p p m in h u m a n s d e ri v e d f r o m a 2 p p m c o n c e n t r a t i o n t h a t i n c r e a s e d l i v e r
w e i g h t i n r a t s a n d a dj u s t e d w i t h s a f e t y f a c t o r s : a f a c t o r o f 10 f o r s p e c i e s d i f f e r e n c e s , 1 0 f o r
l o w e s t o b s e r v a b l e a d v e r s e e f f e c t l e v e l , a n d t h e l a s t 10 f o r t h e m o s t s u s c e p t i b l e i n d i v i d u a l s .
E P A h a s e s t a b li sh e d a d ri n k i n g w a t e r s t a n d a r d f o r V C n o t t o e x c e e d 0 . 0 0 2 m g / L , a n d th e
m a x i m u m a m o u n t r e l e a s e d i n t o a i r s h o u l d n o t e x c e e d 10 p pm . T h e F D A a l s o r e g u l a t e s t h e
c o n t e n t o f v a ri o u s f o o d p a c k a g in g m a t e ri a l s t h a t c o m e i n t o c o n t a c t w i t h f o o d a t a r a n g e o f 5 -
5 0 p p m . Si n c e E P A c l a s s i f i e s V C a s a h a z a r d o u s w a s t e , r e l e a s e s i n t o t h e e n v i r o n m e n t o f 1
p o u n d o r g r e a t e r m u s t b e r e p o r t e d imm e d i a t e l y t o t h e N a t i o n a l R e s p o n s e C e n t e r o f t h e f e d e r a l
g o v e r n m e n t . O S H A h a s s e t t h e m a x im u m a l l o w a b l e c o n c e n t r a t i o n i n w o r k p l a c e a i r d u ri n g a n
8 - h o u r w o r k d a y i n a 4 0 - h o u r w o r k w e e k a t 1 p p m , a n d t h e m a x i m u m a l l o w a b l e c o n c e n t r a t i o n
d u ri n g a n y 15 - m i n u t e p e ri o d s h o u l d n o t e x c e e d 5 p pm (s e e A T S D R , 19 9 3 ) .
E n d o g e n o u s A d d u c t s
I n a d d i t i o n t o a d d u c t s f o r m e d b y e x o g e n o u s c h e m i c a l a g e n t s , n u m e r o u s e n d o g e n o u s
D N A a d d u c t s a r e b e i n g d e t e c t e d . D N A a d d u c t s f r o m e n d o g e n o u s s o u r c e s m a y ari s e d u ri n g
n o r m a l m e t a b o l i s m
,
o x i d a t i v e s t r e s s
,
a n d c hr o n i c i n f l a m m a t i o n (A m e s a n d G o l d , 19 9 1) .
E n d o g e n o u s a d d u c t f o r m a t i o n m a y be c l a s s i f i e d in t o s e v e r a l c a t e g o ri e s : o x i d i z e d b a s e s ,
a l k y l a t e d b a s e s , e x o c y c l i c b a s e s , a n d u n i d e n t i f i e d p u t a t i v e a d d u c t s c a l l e d I - c o m p o u n d s
(M a m e t t a n d B u r c h a m , 19 9 3 ) . O x i d a t i o n o f b a s e s i s t h o u g h t t o o c c u r w h e n r e a c t i v e o x y g e n
s p e c i e s l e a k f r o m m i t o c h o n d ri a a n d e n d o p l a s m i c r e t i c u l u m d u ri n g o x i d a t i o n p r o c e s s e s
8
(C a d e n a s , 1 9 8 9 ) . A l k y l a t e d b a s e s h a v e b e e n s t u d i e d a g r e a t d e a l d u e t o t h e i r f o r m a t i o n f r o m
e x p o s u r e t o c a r c i n o g e n s s u c h a s n i t r o s o u r e a s a n d n i t r o s a m i n e s . E n d o g e n o u s l y , t h e y a r e
t h o u g h t t o b e c o m m o n d u e t o t h e p r e s e n c e o f r e p a i r e n z y m e s p r e s e n t i n a l l c e l l t y p e s , a n d
l i k e l y s o u r c e s i n c l u d e q u a t e rn a r y a m i n e s a n d a t r i a U c y l s u l f o n i u m a g e n t , S
- a d e n o s y l m e t h i o n i n e
(M a m e t t a n d B u r c h a m , 1 9 9 3) . E x o c y l i c a d d u c t s u n q u e s t i o n a b l y a r e f o r m e d f r o m V C
m e t a b o l i t e s e x o g e n o u s l y a n d p e r h a p s f r o m l i p i d p e r o x i d a t i o n e n d o g e n o u s l y (B a r b i n e t a l . ,
1 9 9 3) . T h e e n d o g e n o u s s o u r c e s r e m a i n u n c e r t a i n d u e t o t h e n u m e r o u s p a t h w a y s f o r e x o c y c l i c
a d d u c t f o r m a t i o n (M a m e t t a n d B u r c h a m , 19 9 3 ) . F i n a l l y , I - c o m p o u n d s t h a t i n c r e a s e w i t h a g e
(L i a n d R a n d a r a t h , 1 9 9 0 ) , i n v o l v e c y t o c h r o m e P 4 5 0 m e t a b o l i s m (L i e t a l . , 1 9 9 2 ), a n d
d e c r e a s e w i t h t u m o r d e v e l o p m e n t (L i e t a l . , 1 9 9 0 ) h a v e b e e n d e t e c t e d i n t h e D N A o f
u n e x p o s e d a n im a l s .
O bj e c t i v e s
T h e o bj e c t i v e s o f t hi s s t u d y w e r e t o e x a m i n e N
^
, 3 - e t h e n o g u a n i n e f o r m a t i o n i n a d u l t m a l e
Sp r a g u e - D a w l e y r a t s e x p o s e d t o 1 , 2 , 4 , o r 8 w e e k s o f v i n y l c h l o ri d e (@ 50 0 p p m f o r 4
hr s / d a y , 5 d a y s/ w e e k ) b y a m o d i f i e d a n a l y t i c a l c h e m i c a l m e t h o d p r e v i o u s l y p u b l i s h e d (F e d t k e
e t a l .
,
1 9 90 a ) t o b e t t e r u n d e r s t a n d t h e r o l e o f e G i n V C - i n d u c e d c a r c i n o g e n e s i s . Si n c e
c o n c u r r e n t e x p e r i m e n t a l c o n t r o l a n im a l s w e r e n o t a v a i l a bl e f o r t h e e x p o s e d a n im a l s ,
u n e x p o s e d
" m a t c h e d
"
c o n t r o l s w e r e a n a l y z e d f o r b a c k gr o u n d e G f o r m a t i o n . B a c k gr o u n d e G
i n o t h e r u n e x p o s e d m a m m a l s w a s a l s o a n a l y z e d t o d e t e r m i n e i f e G f o r m a t i o n o c c u r r e d
a m o n g v a r i o u s m a mm a l i a n s p e c i e s . A f i n a l o bj e c t i v e o f t h i s s t u d y w a s t o c o n f i r m th e
m e t h o d o f e G q u a n t i t a t i o n b y l o w r e s o l u t i o n g a s c h r o m a t a g r a p h y - n e g a t i v e i o n c h e m i c a l
i o n i z a t i o n - m a s s s p e c t r o m e t r y w i t h h i g h r e s o l u t i o n G C - M S .
F i g u r e 1 . V C A d d u c t s f o r m e d i n v i v o a n d i n v i t r o
C b: f x H
H j N -
ft H C H
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M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
M a t e r i a l s
N ^
,
3 - e t h e n o g u a n i n e a n d [
" C 4 ] - e G w e r e s y n t h e s i z e d b y N . Sc h e ll e r a n d R . S a n g a i a h a c c o r d i n g
t o F e d t k e e t a i . ( 19 9 0 a ) a n d b a s e d o n a s y n t h e s i s p r o v i d e d b y D r . V . A m a m a t h (D u k e
U n i v e r s i t y ) a n d p u r i f i e d b y s e m i p r e p a r a t i v e h i g h p e rf o r m a n c e l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y (H P L C ).
A m be r l i t e I R 120 A S 3 54 5 w a s p u r c h a s e d fr o m S e r v a F e i n b i o c h e m i c a ( We s t b u r y , N Y ) a n d
o c t a d e c y l (C i g , 4 0 p m p a r t i c l e s i z e ) fr o m J . T . B a k e r I n c o r p o r a t e d (P h i l l i p s b u r g , N J ) .
H y d r o c h l o r i c a c i d (H C l ) a n d a c e t o n e w e r e p u r c h a s e d fr o m E M S c i e n c e (G i b b s t o w n , N J),
p e n t a n e 9 8% a n d n a n o gr a d e t o l u e n e fr o m M a l i n c r o d k t (P a r i s , K E ) , G C
^
- m e t h a n o l fr o m
B u r di c k a n d J a c k s o n (M c G a w P a r k , I L ) , a n d H P L C w a t e r (H 2 O ) fr o m F i s h e r S c i e n t i f i c (F a i r
L a w n , N J) . D i m e t h y l d i c h l o r o s i l a n e w a s p u r c h a s e d f r o m S u p e l c o (B e l l e f o n t e , P A ) , a n d
p o t a s s i u m c a r b o n a t e (K j C G j ) a n d p e n t a f l u o r o be n z y l b r o m i d e (P FB B r ) fr o m A l d ri c h C h e m i c a l
C o m p a n y (M i lw a u k e e , W I ) . So d i u m c h l o r i d e (N a C l ) , s o d i u m h y d r o x i d e (N a O H ) , a n d
am m o n i u m f o r m a t e (N H 4 C O O H ) c r y s t a l s w e r e fr o m F i s h e r Sc i e n t i f i c (F a i r L a w n , N J) .
F o r m i c a c i d a n d g u a n i n e w e r e p u r c h a s e d fr o m S i g m a (S t . L o u i s , M O ) .
A n i m a l s a n d A n im a l E x p o s u r e s
8 - w e e k o l d a d u l t m a l e Sp r a g u e - D a w l e y r a t s w e r e e x p o s e d t o 5 0 0 p pm V C b y i n h a l a t i o n f o r 4
h r / d a y , 5 d a y s / w e e k f o r 1 , 2 , 4 , o r 8 w e e k s a t l A R C . F o r d e t a i l s o n a n i m a l h o u s i n g a n d V C
e x p o s u r e , s e e C i r o u s s e l e t a l . ( 1 9 9 0 ) . S e v e n a d u l t m a l e Sp r a g u e - D a w l e y r a t s fr o m C h a r l e s
R i v e r L a b o r a t o ri e s (R a l e i g h , N C ) w e r e o b t a i n e d f o r b a c k g r o u n d e G a n a l y s i s . T h e s e r a t s w e r e
n o t e x p o s e d t o V C , b u t w e r e g i v e n r a t c h o w a n d w a t e r a d l i b i t u m f o r 2 w e e k s , a n d k i l l e d a t
8 w e e k s o f a g e . Sp r a g u e - D a w l e y a d u l t m a l e s (5 3 - w e e k o l d ) , w h i c h s e r v e d a s c o n t r o l s i n a
1 1
v i n y l fl u o r i d e e x p o s u r e s t u d y , w e r e a l s o a n a l y z e d f o r e G . F i s c h e r 3 4 4 r a t s f e d a r e g im e n o f
c h o l i n e - s u p p l e m e n t e d d i e t d e v o i d o f p e r o x i d e s f o r 5 2 w e e k s w e r e a l s o a n a l y z e d (d a C o s t a e t
a l . , 1 9 9 3 ) . N i n e l i v e r s a m p l e s f r o m h u m a n s f o l l o w i n g a c u t e d e a t h s w e r e p r o v i d e d b y F . P e t e r
G u e n g e ri c h (V a n d e r b i l t U n i v e r s i t y ) , a n d e G w a s q u a n t i t a t e d fr o m h e p a t i c D N A .
P r e p a r a t i o n o f G l a s s w a r e
A U gl a s s w a r e t h a t c a m e i n t o c o n t a c t w i t h P F B B r - d e r i v a t i v e s w a s s i l a n i z e d w i t h 2 0 0 m l
di m e t h y l c h l o r o s i l a n e i n 2 L o f p e n t a n e . T h e g l a s sw a r e (5% a n d 9
"
gl a s s p i p e t s a n d c u l t u r e
t u b e s ) w a s s o a k e d i n a 15 % n i t r i c a c i d b a t h f o r 16 h o u r s , r i n s e d t h r e e t i m e s w i t h b o t h t a p a n d
d i s t i l l e d d e i o n i z e d w a t e r , a n d t h e n h e a t d r i e d i n a n o v e n . G l a s s w a r e w a s c o a t e d w i t h t h e
s i l a n i z a t i o n m i x t u r e f o r 4 - 5 m i n u t e s a n d r i n s e d t w i c e w i t h H P L C - g r a d e m e t h a n o l . T h e
g l a s s w a r e w a s a i r d ri e d a n d s t o r e d u n t i l u s e d . A l l o t h e r gl a s s w a r e (e . g . , s t o r a g e o f s o l v e n t s
a n d c o l l e c t i o n c y l i n d e r s ) i n v o l v e d i n t h e a n a l y s i s o f e G w a s w a sh e d , s o a k e d i n a 15 % n i t ri c
a c i d b a t h f o r 16 h o u r s
,
ri n s e d w i t h t a p a n d d i s t i l l e d d e i o n i z e d w a t e r , a n d h e a t d ri e d i n a n
o v e n p ri o r t o u s e .
P r e p a r a t i o n o f l o w - p r e s s u r e c h r o m a t o g r a p hy c o l u m n s
S t r o n g c a t i o n e x c h a n g e c o l u m n s . E a c h c a t i o n e x c h a n g e c o l u m n w a s p r e p a r e d i n a g l a s s
P a s t e u r p i p e t (5M
"
, F i s h e r Sc i e n t i f i c , P i t t sb u r gh , P A ) t h a t w a s p l u g g e d w i t h s i l a n i z e d g l a s s
w o o l (A n a l a b s , N o r w a l k , CT ) a n d u s e d imm e d i a t e l y f o l l o w i n g p r e p a r a t i o n . F o r e a c h c o l u m n ,
0 . 32 0 m g o f Se r v a A m b e r l i t e IR 12 0 A S 3 54 5 r e s i n w a s i n di v i d u a l l y c o n d i t i o n e d i n a g l a s s
c u l t u r e t u b e w i t h a s e ri a l w a s h o f 2 N N a O H f o l l o w e d b y 2 N H C l f o u r t i m e s (2 N N a O H
a n d 2 N H C l w e r e m a d e t h e s a m e d a y o f e x p e r i m e n t ) . A f t e r t h e l a s t 2 N H C l w a s h , e a c h
r e s i n w a s r i n s e d o n c e w i t h 0 . 1 N H C l (a l s o m a d e fr e s h ) , a n d s u b s e q u e n t l y k e p t i n 0 . 1 N H Q
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u n t i l e a c h r e s i n s l u r r y c o u l d b e t r a n s f e r r e d t o i t s p i p e t . T h e c o l u m n s w e r e e q u i l i b r a t e d w i t h 6
m l 0 . 1 N H C l a t a f l o w r a t e o f 0 . 1 5 m l/ m i n o f a ir a c c o m p l i s h e d u s i n g a p e r i s t a l t i c p u m p (8 -
c h a n n e l G i l s o n M i n i p u l s , M i d d l e t o n , W I ) . G r e a t c a r e w a s t a k e n w i t h t h e p l a s t i c t u b i n g r u n
t h r o u g h t h e p e r i s t a l t i c p u m p t o a v o i d c o n t a c t w i t h a n y s o l v e n t o r s a m p l e s , a s a n i n t e r f e r e n t
l e a c h i n g f r o m t h e p l a s t i c t u b i n g a p p e a r e d t o e l u t e a t t h e s a m e t i m e a s t h e e O a n a l y t e .
C i g s o l i d - p h a s e e x t r a c t i o n c o l u m n s . C j g c o l u m n s w e r e p r e p a r e d a s d e s c r i be d i n F e d t k e e t a l .
( 19 9 0 ) . O c t a d e c y l C j g c o l u m n s w e r e p r e p a r e d b y gr a v i t y w i t h a s l u r r y o f B a k e r b o n d
O c t a d e c y l Q g i n G C
^
- m e t h a n o l t o a h e i g h t o f a p p r o x im a t e l y 2 c m . T h e c o l u m n s w e r e
c o n d i t i o n e d w i t h 4 m l w a t e r (d i s t i l l e d d e i o n i z e d w a t e r ) p r i o r t o u s e .
D MA I s o l a t i o n
D N A w a s e x t r a c t e d f r o m t h e Uv e r s o f V C - e x p o s e d a n d u n t r e a t e d a n im a l s a n d i s o l a t e d u s i n g
a n A B I 3 4 0 A n u c l e i c a c i d e x t r a c t o r w i t h t w o p h e n o l/ c h l o r o f o r m (A B I ) e x t r a c t i o n s a n d o n e
c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n (F i sh e r ) . D N A w a s p r e c i p i t a t e d u s i n g s o d i u m a c e t a t e (A B I ) a n d
i s o p r o p a n o l (F i s h e r ) (F e d t k e e t a l . , 19 90 b) . I s o l a t e d D N A w a s s t o r e d i n H P L C H 2 O (~ 1
m g /m l ) a t - 2 0
' ' C .
e G I s o l a t i o n fr o m D NA hy d r o ly s a t e s
L i v e r D N A sp i k e d w i t h t h e
' ^ C - l a b e l l e d e G a n a l o g (2 . 9 pm o l ) w a s d e p u r i n a t e d b y m i l d a c i d
h y d r o l y s i s (3 0 m i n a t 7 0
°
C i n 0 . 1 N H C l ) . A s m a l l a l i q u o t o f e a c h h y dr o l y s a t e ( 10 - 15 p i )
w a s s t o r e d f o r g u a n i n e c o n c e n t r a t i o n a n a l y s i s . F o l l o w i n g m i l d a c i d h y d r o l y s i s , D N A
h y dr o l y s a t e s w e r e a p p l i e d d i r e c t l y t o t h e s t r o n g c a t i o n e x c h a n g e r e s i n s a t t h e s a m e
e q u i l i b r a t i o n f l o w r a t e o f 0 . 1 5 m l / m i n . S a m p l e t u b e s w e r e r i n s e d a n d v o r t e x e d w i t h 1 m l o f
0 . 1 N H C l a n d a l s o a p p l i e d t o t h e c o l u m n be d s . 2 m l o f 0 . 1 N H C l a n d t h e n 2 m l o f H 2 O
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f o l l o w e d s a m p l e a p p l i c a t i o n . 0 . 2 5 M N a C l w a s u s e d t o e l u t e t h e p u r i n e s b o u n d t o t h e r e s i n s .
T h e f i r s t 5 m l o f N a C l w e r e d i s c a r d e d , a n d e G w a s c o l l e c t e d i n t h e n e x t 5 m l o f N a C l . T h e
e l u t i o n p r o f i l e d e s c r i b e d i n F e d t k e e t a l . ( 1 9 90 a ) w a s r e v e r i f i e d t o e n s u r e t h a t t h e m a x im u m
a m o u n t o f e G w a s b e i n g i s o l a t e d fr o m D N A h y d r o l y s a t e s . T he s a l t s o l u t i o n c o n t a i n i n g e G
w a s s u b s e q u e n t l y l o a d e d o n t o C j g s o l i d - p h a s e c o l u m n s , a n d t h e s a l t w a s r e m o v e d b y w a s h i n g
w i t h 5 m l o f H 2 O f o l l o w i n g s a m p l e a p p l i c a t i o n . e G w a s e l u t e d w i t h 4 m l o f G C
^
- m e t h a n o l
c o l l e c t e d i n a s i l a n i z e d g l a s s c u l t u r e t u b e , a n d t h e m e t h a n o l w a s e v a p o r a t e d i n a h e a t i n g b l o c k
u n d e r a g e n t l e s t r e a m o f n i t r o g e n . T h e e l e c t r o p h o r e l a b e l i n g r e a c t i o n f o l l o w e d .
E l e c t r o p ho r e la b e l i n g a n d p o s t - d e r i v a t i z a t i o n c l e a n u p
e G w a s r e di s s o l v e d i n 4 5 0 p i a c e t o n e a n d m i x e d w i t h 5 0 p i K 2 C O 3 s u s p e n s i o n (p u l v e ri z e d
K 2C O 3 dri e d i n a n o v e n f o r s e v e r a l h o u r s i n a s a t u r a t e d s o l u t i o n i n a c e t o n e , ~ 2 - 3 m g /m l ) a n d
5 0 p i 2 6 0 m M PF B B r . P o l y p r o p y l e n e c a p s w e r e p l a c e d o n t h e g l a s s c u l t u r e t u b e s a n d r e a c t e d
i n a c o n s t a n t v o r t e x e r ( 150 0 r pm ) p o s i t i o n e d i n s i d e o f a n i n c u b a t o r s e t a t 5 2
' ' C f o r 9 0 m i n . I n
a n a l t e r n a t i v e m e t h o d
,
s a m p l e s w e r e p l a c e d i n a s o n i c a t o r w i t h a w a t e r t e m p e r a t u r e o f 5 2
°
C t o
c a r r y o u t t h e e l e c t r o p h o r e l a b e l l i n g r e a c t i o n . B o t h d e ri v a t i z a t i o n r e a c t i o n t e c h n i q u e s w o r k e d
w e l l a n d r e s u l t e d i n r e l i a bl e c h r o m a t o g r a p h y . T h e s a m p l e s w e r e e v a p o r a t e d t o dr y n e s s a t
~ 5 0 ° C a n d w e r e c l e a n e d u p im m e d i a t e l y f o l l o w i n g t h e d e ri v a t i z a t i o n r e a c t i o n . A n a c i di c b a c k
e x t r a c t i o n w a s u s e d t o r e m o v e u n r e a c t e d d e ri v a t i z i n g a g e n t s . 1 m l o f t o l u e n e a n d 1 m l o f 0 . 1
N H C l w e r e a d d e d t o e a c h s a m p l e a n d v o r t e x e d f o r 2 0 - 3 0 s e c o n d s . T h e t o l u e n e l a y e r w a s
r e m o v e d , a n d t o l u e n e w a s e v a p o r a t e d i n a h e a t i n g b l o c k (8 0 - 9 0
" C ) u n d e r a g e n t l e s t r e a m o f
n i t r o g e n . T h e s a m p l e w a s r a i s e d t o a f i n a l v o l u m e o f 5 0 p i d r y t o l u e n e (M gS 0 4 w a s u s e d a s
a d r y i n g a g e n t i n a m i x t u r e w i t h t o l u e n e , a n d fi l t e r e d t o r e m o v e M g SO J , v o r t e x e d , a n d
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t r a n s f e r r e d t o a s i l a n i z e d g l a s s G C i n s e r t . S a m p l e s n o t i mm e d i a t e l y a n a l y z e d w e r e s t o r e d a t
-
7 0 ° C i n s e a l e d v i a l s f o r f u t u r e a n a l y s i s .
G C - M S A n a l y s is
L o w r e s o l u t i o n g a s c hr o m a t o g r a p h - n e g a t i v e c h e m i c a l i o n i z a t i o n
- m a s s s p e c t r o m e t r y (L R G C -
M S) u s e d t o a n a l y z e t h e e G an a l y t e w a s p e r f o r m e d o n a H e w l e t t - P a c k a r d (H P ) 5 8 9 0 g a s
c h r o m a t o g r a p h i n t e r f a c e d t o a n H P 5 9 8 9A m a s s s p e c t r o m e t e r a n d e q u i p p e d w i t h a n o n
-
c o l u m n i n j e c t o r (H e w l e t t - P a c k a r d 7 6 7 3 ) . A D B - 5M S f u s e d s i l i c a c a p i l l a r y c o l u m n ( 15 m x
0
. 3 2 mm ) w i t h a f i l m t h i c k n e s s o f 0 . 1 m i c r o n s w a s u s e d a n d i n s e r t e d d i r e c t l y i n t o t h e i o n
s o u r c e . H e l i u m w a s u s e d a s t h e c a r r i e r g a s t h r o u g h t h e c a p i l l a r y c o l u m n a t a f l o w r a t e o f 6 . 9
p s i , a n d m e t h a n e w a s u s e d t o p r o v i d e t h e n e g a t i v e c h e m i c a l i o n i z a t i o n . T h e fi l a m e n t w a s
o p e r a t e d a t 2 4 0 e V w i t h a n i o n s o u r c e t e m p e r a t u r e o f 2 50
° C a n d q u a d s o u r c e o f 10 0
° C . T h e
s a m p l e w a s i n j e c t e d c o o l - o n - c o l u m n (9 5
" C ) t h e n b l a s t e d w i t h 2 0 p s i t o e n s u r e t h a t a l l t h e
s a m p l e v a p o r i z e d u p o n i n j e c t i o n . T h e o v e n t e m p e r a t u r e w a s h e l d i n i t i a l l y a t l OO^ C f o r 0 . 5
m i n , t h e n p r o g r a m m e d t o 15 0
'' C a t 2 5' ' C /n i i n a n d f i n a l l y t o 3 0 0
° C a t 15 ° C /m i n a n d h e l d f o r 2
m i n . S i n g l e i o n m o n i t o r i n g a t m / z 3 54 a n d m / z 3 5 8 w a s u s e d t o d e t e c t a n d q u a n t i f y t h e CM -
I S 1 ]
"
f r a g m e n t i o n s o f 3 , 5 - P F B 2 - e G a n d 3 , 5 - P FB 2 - [
" C
4 ] - e G , r e s p e c t i v e l y (F e d ti c e e t a l . ,
1 9 9 0 a ) .
H i g h - r e s o l u t i o n G C - M S (H R G C - M S ) u s i n g n e g a t i v e c h e m i c a l i o n i z a t i o n w i t h s i n g l e
i o n m o n i t o r i n g w a s a l s o u s e d t o a n a l y z e e G f o r m a t i o n i n s a m p l e s . A n H P 5 8 9 0 g a s
c hr o m a t o g r a p h w a s i n t e r f a c e d t o a V G 7 0 - 2 5 0 SE Q m a s s sp e c t r o m e t e r o p e r a t i n g a t a r e s o l v i n g
p o w e r o f 10 , 0 0 0 . T h e o v e n t e m p e r a t u r e p r o g r a m m a t c h e d L R G C - M S , a n d n e g a t i v e c h e m i c a l
i o n i z a t i o n w a s d e t e c t e d a t 10 0 e V w i t h a 50 0 p A e m i s s i o n c u r r e n t . M a s s e s f o r b o t h t h e e G
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a n a l y t e a n d t h e i n t e r n a l s t a n d a r d w e r e s e l e c t i v e l y m o n i t o r e d a t m i x 35 4 . 0 4 1 3 f o r P FB
- e G a n d
a t m i z 3 5 4 . 0 4 5 9 f o r PF B - L
^ C J - e G .
G u a n i n e A n a ly s i s
A l i q u o t s o f D N A h y d r o l y s a t e s f r o m l i v e r s a m p l e s w e r e a n a l y z e d f o r g u a n i n e c o n t e n t u s i n g
H P L C a n d u l t r a v i o l e t (U V ) d e t e c t i o n . H PL C e q u i p m e n t c o n s i s t e d o f a R h e o d y n e 7 12 5 l o o p
i n j e c t o r w i t h a 2 - m l l o o p , t w o W a t e r s 5 10 s o l v e n t p u m p s , a n A B I 7 5 7 U V a b s o r b a n c e
d e t e c t o r , a n d t h e B A SE L I N E 8 10 s o f t w a r e p a c k a ge f o r p e a k i n t e gr a t i o n . G u a n i n e w a s
d i s s o l v e d i n 0 . 1 N H C l a n d a 0 . 7 5 m M (c o n c e n t r a t i o n d e t e r m i n e d b y U V a b s o r b a n c e a t 2 5 4
n m u s i n g a n e x t i n c ti o n c o e f f i c i e n t o f e = 10 , 0 0 0 1/ c m /m o l ) s t o c k s o l u ti o n w a s s t o r e d a t -
2 0 * ' C . C a l i b r a ti o n s o l u ti o n s w e r e m a d e fr e s h f r o m th e s t o c k s o l u t i o n w i t h 0 . 1 N H C l f o r e a c h
g u a n i n e a s s a y p e r f o r m e d . C a l i b r a t i o n c u r v e s a n d s u b s e q u e n t s a m p l e s w e r e i n j e c t e d o n t o a
s t r o n g c a ti o n e x c h a n g e H P L C c o l u m n (P a r t i s i l 1 0 SC X , 2 5 0 m m x 4 . 5 m m , Wh a tm a n , I n c . )
a n d e l u t e d w i t h 10 0 m M a mm o n i u m f o r m a t e w i t h 10% m e t h a n o l
, p H o f 2 . 8 , a t a f l o w r a t e o f
1 . 8 m l / m i n . U V a b s o r b a n c e w a s m e a s u r e d a t 2 54 n m .
St a t i s t i c s
T h e m e a n e G c o n c e n t r a ti o n d e t e r m i n e d i n V C - e x p o s e d Sp r a g u e - D a w l e y r a t l i v e r D N A f o r
e a c h ti m e g r o u p w a s a n a l y z e d f o r s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n m e a n s o f o t h e r t im e g r o u p s
u s i n g a n o n p a r a m e t r i c r a n k s u m t e s t (M a n n - W h i t n e y ) w i t h a p a i r e d t t e s t p v a l u e o f 0 . 0 5 .
T h e m e a n s o b t a i n e d b y L R G C - M S w e r e a l s o c o m p a r e d t o t h o s e f o u n d b y H R G C - M S .
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R e s u l t s
e G A n a ly s i s
F e d t k e e t a l . ( 19 9 0 a ) p r o v i d e s a d e t a i l e d d i s c u s s i o n o f t h e G C - M S m e t h o d u s e d f o r e G
q u a n t i t a t i o n . T h e m e t h o d i s s p e c i f i c f o r e G a n d i t s i n t e rn a l s t a n d a r d , [
' ^ C J - e G . T h e i s o t o p e
d i l u t i o n m a s s s p e c t r o m e t r y s c h e m e d e v e l o p e d b y F e d t k e e t a l . ( 19 9 0 a ) w i t h s l i g h t
m o d i f i c a t i o n s w a s f o l l o w e d t o q u a n t i t a t e e G ( s e e F i g u r e 2 ) . I n t h e p r e s e n t s t u d i e s , t h e l i m i t
o f d e t e c t i o n o f s y n th e s i z e d s t a n d a r d , B j S- P F B j - e G , b y L R G C - M S w a s ~ 4 3 a m o l w i t h a s i g n a l -
t o - n o i s e r a t i o o f 10 w h e n s e l e c t i v e l y m o n i t o r i n g t h e [M - 18 1 ]
"
f r a g m e n t a t m / z 3 5 4 , o r P F B -
e G , a n d ~ 6 0 a m o l b y H R G C - M S . A t t h e b e gi n n i n g o f t h e e G i s o l a t i o n p r o c e d u r e ,
" C - l a b e U e d
i n t e r n a l s t a n d a r d w a s a d d e d t o D N A i n 0 . 1 N H C l . T h e i n t e r n a l s t a n d a r d u n d e r w e n t t h e s a m e
c o n d i t i o n s a s t h e c o m p o u n d o f i n t e r e s t , e G . A f t e r e G a n d [
^ ^C J - e G i s o l a t i o n b y l o w
p r e s s u r e c h r o m a t o gr a p h y , e l e c t r o p h o r e l a b e l l i n g , a n d p o s t - d e ri v a t i z a t i o n c l e a n u p , G C - M S
a n a l y s i s m a d e i t p o s s i bl e t o d e t e r m i n e t h e r a t i o o f t h e m / z 3 5 4 o f P FB - e G c o m p a r e d t o t h e
m / z 3 5 8 o f P F B - [
^ ^ C 4 ] - e G , h e r e i n r e f e r r e d t o a s r e l a t i v e r e s p o n s e f a c t o r (R R F) . Su b s e q u e n t l y ,
t h e R R F w a s u s e d t o c a l c u l a t e t h e a m o u n t o f e G i n a s a m p l e r e l a t i v e t o t h e k n o w n s p i k in g
a m o u n t o f [
" C J - e G , u s u a l l y 2 . 9 pm o l / s a m p l e . A 3% c o n t r i b u t i o n o f e G i n t h e i n t e rn a l
s t a n d a r d w a s d e t e r m i n e d a n d c o r r e c t e d f o r e a c h s a m p l e . S i n c e e G w a s r e p o rt e d r e l a t i v e t o i t s
u n m o d i f i e d p a r e n t b a s e , g u a n i n e c o n c e n t r a t i o n s w e r e d e t e r m i n e d f o r e a c h s a m p l e b y H PL C
a n d i t s U V a b s o r b a n c e a t 2 5 4 n m .
F o r m a t i o n o f e G i n l i v e r f r o m V C - e x p o s e d r a t s
L i v e r D N A f r o m e x p o s e d r a t s k i l l e d im m e d i a t e l y a f t e r 1 , 2 , 4 , o r 8 w e e k s o f V C e x p o s u r e
w e r e a n a l y z e d f o r t h e p r e s e n c e o f e G . T h e m e a s u r e d a dd u c t c o n c e n t r a t i o n s a r e e x p r e s s e d a s
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pm o l e G / p m o l u n m o d i f i e d g u a n i n e . A v e r a g e e G c o n c e n t r a t i o n s w e r e 0 . 5 7 ± 0 . 0 6 , 1 . 3 ±
0 . 54 , 1 . 4 ± 0 . 2 1 , a n d 2 . 0 ± 0 . 9 1 f o r 1 , 2 , 4 , o r 8 w e e k s o f V C e x p o s u r e , r e s p e c t i v e l y . T a b l e
1 s u m m a ri z e s t h e d a t a o b t a i n e d f o r e a c h i n d i v i d u a l a n i m a l . T h e e G c o n c e n t r a t i o n s w e r e
h i g h e s t i n a n i m a l s e x p o s e d f o r 8 w e e k s o f e x p o s u r e , a b o u t 2 t o 6 - f o l d h i g h e r t h a n a f t e r 1
w e e k o f e x p o s u r e . Si n c e e O w a s a l s o d e t e c t e d i n u n e x p o s e d r a t s , t h e b a c k gr o u n d
c o n c e n t r a t i o n s o f a d d u c t s w e r e n o t s u b t r a c t e d f r o m a d d u c t s f o u n d i n e x p o s e d a n im a l s . F e d t k e
e t a l . ( 19 9 0 b ) d i d c o r r e c t f o r t h e a v e r a ge b a c k g r o u n d a m o u n t o f e G d e t e c t e d ; h o w e v e r , t h e
i d e n t i t y o f b a c k gr o u n d e G w a s u n c e r t a i n b u t pr e s e n t i n a l l c o n t r o l a n i m a l s . A l l e G
c o n c e n t r a t i o n s w e r e c o r r e c t e d f o r 3% e G c o n t a m i n a t i o n i n t h e ' ^ C - l a b e l l e d i n t e r n a l s t a n d ar d .
A s s e e n i n F i g u r e 3 , e G a p p r o a c h e d a s t e a d y s t a t e c o n c e n t r a t i o n b e t w e e n 2 a n d 8 w e e k s .
T h e s a m e e x p o s e d s a m p l e s w e r e a n a l y z e d b y H R G C - M S . H R G C - M S p r o v i d e d b o t h a h i g h
d e g r e e o f s p e c i f i c i t y a n d s e n s i t i v i t y . e G c o n c e n t r a t i o n s q u a n t i t a t e d b y H R G C - M S , a l s o
sh o w n i n T a b l e 1 , w e r e c o m p a r a b l e w i t h e G l e v e l s m e a s u r e d b y l o w r e s o l u t i o n . T h e a v e r a g e
e G c o n c e n t r a t i o n s e x p r e s s e d a s p m o l a d d u c t /p m o l G w e r e 0 . 4 5 ± 0 . 0 7 , 1 . 1 ± 0 . 6 1 , 1 . 5 ± 0 . 4 3 ,
a n d 1. 7 ± 0 . 7 9 f o r 1 , 2 , 4 , o r 8 w e e k s o f V C e x p o s u r e , r e s p e c t i v e l y . T h e d i f e r e n c e s b e t w e e n
t h e e G a d d u c t c o n c e n t r a t i o n s q u a n t i t a t e d f o r 1 a n d 2 , 1 a n d 4 , a n d 1 a n d 8 w e e k s o f V C
e x p o s u r e w e r e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) b y l o w a n d h i gh r e s o l u t i o n G C - M S . H o w e v e r ,
t h e d i f f e r e n c e s b e t w e e n 2 a n d 4 , 2 a n d 8 , a n d 4 a n d 8 w e e k s o f e x p o s u r e w e r e n o t
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t . T h e r e w e r e a l s o n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n
a d d u c t s q u a n t i t a t e d b y l o w o r h i g h G C - M S f o r t h e s a m e e x p o s u r e g r o u p . F i g u r e 3 s h o w s t h e
e G a d d u c t f o r m a t i o n c u r v e s q u a n t i t a t e d b y l o w a n d h i g h r e s o l u t i o n G C - M S f o r t h e e x p o s e d
a n im a l s . F i g u r e 4 a s h o w s r e p r e s e n t a t i v e c h r o m a t o g r a m s o f e G d e t e c t e d i n r a t l i v e r D N A f o r
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1 a n d 8 w e e k s o f V C e x p o s u r e a n a l y z e d b y l o w r e s o l u t i o n G C - M S .
F o r m a t i o n o f e G i n u n t r e a t e d a n im a l s
L i v e r D N A f r o m u n e x p o s e d Sp r a g u e - D a w l e y r a t s , F i s c h e r 34 4 r a t s , a n d h u m a n s w e r e
a n a l y z e d f o r ba c k g r o u n d l e v e l s o f e G . E n d o g e n o u s c o n c e n t r a t i o n s o f e G w e r e d e t e c t e d i n a l l
u n t r e a t e d a n i m a l g r o u p s . T h e s e e G a m o u n t s w e r e 0 . 2 7 ± 0 . 0 7 p m o l / p m o l G f o r 5 3 - w e e k o l d
S p r a g u e - D a w l e y m a l e r a t s , 0 . 5 7 ± 0 . 4 8 f o r 8 - w e e k o l d S p r a g u e - D a w l e y m a l e r a t s , 0 . 1 6 ± 0 . 0 2
f o r 5 2 - w e e k o l d F i s c h e r 3 4 4 r a t s , a n d 0 . 5 6 ± 0 . 3 5 f o r h u m a n s . T h e e G c o n c e n t r a t i o n w a s
h i g he s t i n h u m a n s a n d 8 - w e e k o l d Sp r a gu e - D a w l e y r a t s . U n t r e a t e d s a m p l e s w e r e a l s o
a n a l y z e d b y H R G C - M S (s e e F i g u r e 4 b f o r r e p r e s e n t a t i v e c h r o m a t o g r a m f o r e G a n a l y z e d b y
H R G C - M S ), a n d e G c o n c e n t r a t i o n s w e r e i n a g r e e m e n t w i t h t h o s e f o u n d b y L R G C - M S .
T a b l e 2 c o m p a r e s t h e r e s u l t s f o u n d b y t he t w o m e t h o d s o f a n a l y s i s f o r e a c h a n i m a l g r o u p .
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F i g u r e 2 . I s o t o p e D i l u t i o n M a s s Sp e c t r o m e t r y
T I SS U E S A M P L E
'U' D N A E x t r a c t i o n
D N A i n H P
JJ- A d d i t i o n o f [" CJ - e G
4> D e p u r i n a t i o n
D N A H Y D R O L Y SA T E
V ' S t r o n g C a t i o n E x c h a n g e
V ' C j g So l i d - p h a s e E x t r a c t i o n
I SO L A T E D e G a n d [
^ ^
CJ - e G
V ' E l e c t r o p h o r e L a b e l l i n g
•U' P o s t - D e r i v a t i z a t i o n C l e a n - u p
b y A c i d i c B a c k E x t r a c t i o n
3
,
5 - P F B 2 - e G a n d 3 , 5 - P F B 2 - [
i ^ C 4 ] - e G i n T O L U E N E
4 G C - M S A n a l y s i s
D E T E R M I N A T I O N O F I S O T O P E R A T I O (R R F ) , m / z 3 5 4 : m / z 3 5 8
2 0
T a b l e 1 . L o w a n d H i g h R e s o l u t i o n Q u a n t i ta t i o n o f N
^
, 3 - e t h e n o g u a n i n e i n
V i n y l C h l o ri d e E x p o s e d A d u l t S p r a g u e
- D a w l e y R a t s
V i n y l C h l o ri d e
E x p o s u r e
(@ 50 0 p . p . m ,
4 h r s / d a y , 5 d a y s / w k )
Sa m p l e e G C o n c e n t r a t i o n
b y L R G C - M S
(p m o l e O / pm o l G )
e G C o n c e n t r a t i o n
b y H R G C - M S
(pm o l e G / pm o l G )
1 w e e k L i v e r 1
L i v e r 2
L i v e r 3
L i v e r 4
L i v e r 5
0 . 6 6
0 . 5 8
0 . 5 3
0 . 5 9
0 . 5 1
0 . 5 7 ± 0 . 0 6
0 . 5 1
0 . 4 6
0 . 3 6
0 . 5 3
0 . 4 1
0 . 4 5 ± 0 . 0 7
2 w e e k s L i v e r 2 1
L i v e r 2 2
L i v e r 2 3
L i v e r 2 4
L i v e r 2 5
1. 2




1 . 3 ± 0 . 5 4
0 . 9 5
0 . 7 9
0 . 9 2
2 . 2
0 . 8 3
1
.
1 ± 0 . 6 1
4 w e e k s L i v e r 2 6
L i v e r 27
L i v e r 2 8
L i v e r 2 9


















1 . 5 ± 0 . 4 3
8 w e e k s L i v e r 3 1
L i v e r 32
L i v e r 3 3










1. 7 ± 0 . 7 9
' N Q = e G c o n c e n t r a t i o n c o u l d n o t b e q u a n t i t a t e d d u e t o a n i n t e rf e r i n g p e a k e l u t i n g c l o s e t o
t h e r e t e n t i o n t i m e o f P F B - [
' ^ C
4 ] - e G . T h e e x t r e m e l y l a r g e p e a k a r e a o f t h e
"
i n t e rf e r e n t "
s w a m p e d t h e i n t e rn a l s t a n d a i
- d p e a k a r e a .
2 1
F i g u r e 3 . L o w a n d H i g h R e s o l u ti o n G C - M S Qu a n ti t a ti o n o f e G i n
V i n y l C h l o ri d e E x p o s e d A d u l t S p r a g u e









0 . 5 -
0
0 2 4 6
W e e k s o f V C e x p o s u r e
L R G C - M S H R G C - M S
8
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F i g u r e 4 a . R e p r e s e n t a t i v e L R G C
- M S C h r o m a t o g r a m s o f e G i n S p r a g u e - D a w l e y R a t s




5 0 0 0
4 0 0 0
30 0 0
2 0 0 0
10 0 0
9 . 6
T im e (m in . )
V C E x p o s u r e o f 50 0 p p m f o r 4 h r . s / d a y , 5 d a y s/ w e e k f o r 1 w e e k
2 4 0 0 - 1
2 0 0 0
a l e o o H




T im e ( m i n . )
1 0 . 0 10 . 4 10 . 8
V C E x p o s u r e o f 5 0 0 p p m fo r 4 hr s /d a y , 5 d a y s /w e e k f o r 8 w e e k s
2 3
F i g u r e 4 b . R e p r e s e n t a t iv e H R G C - M S C h r o m a t o g r a m o f e G i n H u m a n L i v e r D N A
S' i i « : V S 1 6 1 S d « n a : 1 - 2 3 5 4 A c c r u i r « d : 2 7 - 0 C T
- 9 3 1 1 : 1 7 : 3 5 I o n i a a t l o n : C i - F u n c t i o n : v o l t a g a S I R 7 0 S B Q I »
M a s s 3 5 4 . 0 4 1 3 E x p e r i m e n t : A M Y
- E G - 1 0 0 0 0













\ n ^^ |̂l4^ ^ ^ \ |i V y A A ^ / ^ k / ^ ^ -̂ f* '̂ ^' 'Ah ^W ^̂^ ^ \
^ 2 . 1 E 6
1 . 9 E 6
1 . 7 E 6
1 . 5 E 6
L 1 . 3 E 6
L1 . I E 6
8 . 4 E 5




2 . 1 E 5
O . O E O
T I ME
SC A N
7 : 1 2 7 : 2 4 7 : 3 6 7 : 4 8 8 : 0 0 8 : 1 2 8 : 2 4 8 : 3 6 8 : 4 8 9 : 0 0 9 : 1 2
8 8 8 9 4 3 9 9 9 1 0 5 4 1 1 1 0 1 1 6 5 1 2 2 1 1 2 7 6 1 3 3 2 1 3 8 7 1 4 4 3
F i l e : V 5 1 6 7 S c a n s : l - 2 3 6 3 A c c pj i r e d : 2 7
- O C T - 9 3 1 1 : 1 7 : 3 5 I o n i z a t i o n : C I - F u n c t i o n : V o l t a g e S I R 7 0 S E Q I »
M a s s 3 5 8 . 0 5 4 9 E x p e r i m e n t : A MY
- E G - 1 0 0 0 0
F i l e T e x t : h u m a n - 1 1 3













7 : 2 4
9 4 3
7 : 3 6 7 : 4 8
9 9 9 1 0 5 4
8 : 0 0
1 1 1 0
8 : 1 2
1 1 6 5
8 : 2 4
1 2 2 1
8 : 3 6
1 2 7 7
8 : 4 8
1 3 3 2
9 : 0 0
1 3 8 8
9 : 1 2
1 4 4 3
3 . 2 E 7
L2 . 9 E 7
L 2 . 6 E 7
L2 . 3 E 7
i. l . 9 E 7
L 1 . 6 E 7
L l . 3 E 7
L9 . 7 E 6
L 6 5 E 6
L 3 . 2 E 6
J. 0 . 0 E O
T I M E
S C A N
I n p a n e l A , t h e p e a k a r e a o f t h e P FB - e G i s sh o w n , a n d i n p a n e l B , t h e c o e l u t i n g p e a k o f
P FB - [
" C 4] - e G i s s h o w n . T h e R R F i s t h e r a t i o be t w e e n m / z 3 5 4 . 0 4 13 :w 7/ z 3 5 8 . 0 5 4 9 .
2 4
T a b l e 2 . E n d o g e n o u s L e v e l s o f N
^
,
3 - e t h e n o g u a n i n e i n M am m a l i a n L i v e r D N A
M a m m a l s e G b y L R G C - M S
(p m o l e O / p m o l G )
e G b y H R G C - M S
(p m o l e G / pm o l G )
H u m a n s 0 . 5 6 ± 0 . 3 5 (n = 5 )
a
.
i 0 . 8 1 ± . 97 (n = 9)
S p r a g u e
- D a w l e y R a t s
( 5 3 - w e e k o l d )
0 . 2 7 ± 0 . 0 7 (n = 3 ) 0 . 0 2 ( n = D
"
S p r a g u e - D a w l e y R a t s
(8 - w e e k o l d )
0 . 5 7 ± 0 . 4 8 (n = 5 ) 0 . 3 2 ± 0 . 16 (n = 5)
F i s c h e r 34 4 R a t s
(5 2 - w e e k o l d )
0 . 16 ± 0 . 0 2 (n = 4 ) 0 . 0 6 ± 0 . 0 7 (n = 5 )
" N u m b e r i n p a r e n t h e s e s i n di c a t e s n u m b e r o f a n i m a l s a n a l y z e d .
M s a m p l e s a n a l y z e d b y L R G C - M S h a d i n t e r f e ri n g p e a k s a t m i z 3 5 4 o r a t m i z 3 5 8 s o t h a t a n
R R F c o u l d n o t b e c a l c u l a t e d .
'' 2 o f t h e 3 s a m p l e s a n a l y z e d b y H R G C - M S h a d R R F
'
s l o w e r t h a n t h e R R F f o r e G
c o n t a m i n a t i o n i n t h e i n t e m a l s t a n d a r d . T h e r e f o r e
,
n o e G w a s d e t e c t e d b y H R G C - M S f r o m
t h e c o n t r o l s am p l e s .
2 5
C o n c l u s i o n
V i n y l c h l o ri d e e x p o s u r e o f a d u l t m a l e S p r a g u e - D a w l e y r a t s r e s u l t e d i n N
^
, 3 -
e t h e n o g u a n i n e f o r m a t i o n i n 1 , 2 , 4 , o r 8 w e e k s o f e x p o s u r e s . H i g h r e s o l u t i o n G C - M S n o t
o n l y v a l i d a t e d t h e l e v e l s o f e G q u a n i t i t a t e d b y L R G C - M S , b u t a l s o p r o v e d u s e f u l f o r
q u a n t i t a t i n g s a m p l e s t h a t e x h i b i t e d p o o r c h r o m a t o g r a p h y o r t h a t c o n t a i n e d a n i n t e r f e r i n g p e a k
d i r e c t l y b e f o r e o r a f t e r t h e r e t e n t i o n t i m e o f t h e e G a n a l y t e , P F B - e G , o r t h e i n t e r n a l s t a n d a r d ,
P F B - [^ ^C 4 ] - e G t h a t p r e s e n t e d di f f i c u l t i e s i n L R G C - M S qu a n t i t a t i o n . T h e i n c r e a s e d s p e c i fi c i t y
o f H R G C - M S ( 10 , 0 0 0 r e s o l u t i o n p o w e r ) w a s a n e x t r e m e l y p o w e r f u l t o o l i n t h e a n a l y s i s o f
e G a d d u c t s i n t r o u b l e s o m e s a m p l e s , a s w e l l a s i n t h e d e t e c t i o n o f l o w l e v e l s o f e n d o g e n o u s
e G .
A s d e p i c t e d i n F i g u r e 3 , e G a p p r o a c h e d a s t e a d y - s t a t e c o n c e n t r a t i o n b y 8 w e e k s . T h e
s t e a d y
- s t a t e c o n c e n t r a t i o n w a s r e a c h e d i n a s h o r t e r p e ri o d o f t im e t h a n e x p e c t e d . A s a
ge n e r a l r u l e , t h e l e n g t h o f t i m e t o a c hi e v e s t e a d y s t a t e c o n c e n t r a t i o n i s a p p r o x im a t e l y f i v e
h a l f - l i v e s . G i v e n t h a t e G w a s h i g h l y p e r s i s t e n t i n p r e w e a n l i n g s a n d u s i n g t h e h a l f - l i f e o f e G
(T j /2 > 3 0 d a y s ) d e t e r m i n e d i n p r e w e a n l i n g r a t s (F e d t k e e t a l . , 1 9 90 b) , a s t e a d y - s t a t e
c o n c e n t r a t i o n i n a d u l t s w a s n o t e x p e c t e d u n t i l ~ 15 0 d a y s . Si n c e t h e s t e a d y - s t a t e c o n c e n t r a t i o n
o f e G i n a d u l t Sp r a g u e - D a w l e y r a t s w a s r e a c h e d b y ~ 5 6 d a y s , t h i s s u g g e s t e d t h a t t h e h a l f - l i f e
o f e G w a s d i f f e r e n t i n a d u l t s . A v e r y l i k e l y e x p l a n a t i o n f o r t h e l o s s o f e G i n a d u l t r a t s m a y
b e m o r e e f fi c i e n t D N A r e p a i r i n a d u l t s t h a n i n p r e w e a n l i n g s b a s e d o n d i f f e r i n g l e v e l s o f
a c t i v i t y o f t h e r e p a ir e n z y m e 3 - m e t h y l a d e n i n e - D N A g l y c o s y l a s e m e a s u r e d i n 9 - d a y o l d a n d
5 6 - d a y o l d m i c e (W a s h i n g t o n e t a l . , 1 9 8 9 ) .
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U n t i l r e c e n t l y , n o r e p a i r m e c h a n i s m s f o r e t h e n o a d d u c t s f o r m e d b y V C m e t a b o l i t e s
C E O a n d C A A h a d b e e n d e m o n s t r a t e d . A n e a r l i e r s t u d y b y O e s c h e t a l . ( 19 8 6 ) q u a l i t a t i v e l y
o b s e r v e d t h a t e G a n d e A f r o m C A A - t r e a t e d D N A w e r e r e l e a s e d b y a n N - g l y c o s y l a s e i n
c r u d e e x t r a c t s o f a r a t br a i n t u m o r c e l l l i n e . M a t ij a s e v i c e t a l . ( 19 9 2 ) f o u n d t h a t E . c o l i 3 -
m e th y l a d e n i n e D N A g l y c o s y l a s e I I a l s o r e l e a s e d e G f r o m D N A m o d i f i e d b y h a l o e t h y l
n i t r o s o u r e a s . D N A g l y c o s y l a s e n l e f t a p u ri n i c s i t e s f o l l o w i n g b a s e e x c i s i o n o f t h e e G a d d u c t
w h i c h w e r e s u bj e c t t o f u r t h e r r e p ai r . B a s e e x c i s i o n o f e G w a s e n z y m e - d e p e n d e n t a s w e l l a s
t im e - d e p e n d e n t (M a t i j a s e v i c e t a l . , 19 92 ) . M o s t r e c e n t l y , D o s a n j h e t a l . ( 19 9 3 ) r e p o r t e d t h a t
a h u m a n D N A g l y c o sy l a s e , 3 - m e th y l a d e n i n e - D N A g l y c o s y l a s e p a r t i a l l y p u r i f i e d f r o m H e l a
c e l l s a n d f r o m c r u d e E . c o l i e x t r a c t s , r e l e a s e d a l l f o u r e t h e n o a d d u c t s (e C , e A , e G , a n d 1 , N
^
-
e G ) f o r m e d b y C A A i n D N A . A g a i n , b a s e r e l e a s e w a s b o t h t i m e a n d p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n
d e p e n d e n t . B o t h e C a n d e A w e r e r e l e a s e d a t s i m i l a r r a t e s w h i l e e G a n d l , N
^
- e G w e r e
r e l e a s e d a t m u c h s l o w e r r a t e s u n d e r t h e s a m e c o n d i t i o n s (D o s a n j h e t a l . , 19 9 3 ) , i n d i c a t i n g t h a t
e C a n d e A w e r e g o o d s u b s t r a t e s f o r 3 - m e t h y l a d e n i n e - D N A g l y c o s y l a s e . U s i n g a l im i t e d
a m o u n t o f g l y c o s y l a s e , t h e p e r c e n t a g e o f e G r e l e a s e d w a s t h e l o w e s t (2% c o m p a r e d w i t h
2 0 % r e l e a s e f o r e C ) .
T h e e v i d e n c e o f D N A g l y c o s y l a s e r e l e a s e o f e t h e n o a d d u c t s a n d t h e b r o a d s p e c i f i c
a c t iv i t y o f t h e e n z y m e s (R y d be r g e t a l . , 1 9 9 2 ; S i n g e r e t a l . , 19 9 2 ; D o s a n j h e t a l . , 19 9 3)
s u g g e s t t h a t t h i s r e p a i r m e c h a n i s m m a y p r o v i d e s o m e d e f e n s e a g a i n s t t h e m u t a g e n i c a n d
c a r c i n o g e n i c e f f e c t s o f V C a n d i t s m e t a b o l i t e s . H o w e v e r , e G
'
s h i g h l y e f f i c i e n t m u t a g e n i c
p o t e n t i a l i n v i t r o , a n d i t s s l o w e r r a t e o f r e p a i r c o m p a r e d w i t h e C a n d e A s u g g e s t o t h e r w i s e .
T h e m u t a g e n i c p o t e n t i a l o f e G t o c a u s e G - >A t r a n s i t i o n s i n E . c o l i (C h e n g e t a l . , 19 9 1) h a s
27
b e e n s u p p o r t e d b y t h e i n v e s t i g a t i o n o f p o i n t m u t a t i o n s i n h u m a n l i v e r a n g i o s a r c o m a s b y
M a r i o n e t a l . (19 9 1) . I n 5 o u t o f 6 t u m o r s , a G C - > A T t r a n s i t i o n w a s o b s e r v e d i n t h e K i - r a s
g e n e o f V C - i n d u c e d c a r c i n o g e n e s i s (M a ri o n e t a l . , 1 9 9 1) . T h i s t r a n s i t i o n c o u l d b e t h e r e s u l t
o f e G a d d u c t f o r m a t i o n i n t h e D N A o f e n d o t h e l i a l c e l l s d u e t o V C e x p o s u r e . O n t h e o t h e r
h a n d
,
e C i s a l s o p r o m u t a g e n i c c a u s i n g C ^ T t r a n s i t i o n s a t t h e m aj o ri t y o f m u t a t e d C s i t e s i n
v i t r o (J a c o b s e n e t a l . , 1 9 8 9 ) . T h u s , i t i s p o s s i b l e t h a t t h e G C —> A T t r a n s i t i o n d e t e c t e d i n t h e
K i - r a s g e n e w a s c a u s e d f r o m e i t he r a n e G o r e C l e s i o n .
T h e e n d o ge n o u s a m o u n t s o f e G i n u n e x p o s e d c o n t r o l r a t s a n d h u m a n s a n d th e
e v i d e n c e o f h u m a n D N A g l y c o s y l a s e r e p a i r e n z y m e s (D o s a n j h e t a l . , 1 9 9 3) s u g g e s t t h e r e i s
c o n ti n u o u s p r o d u c ti o n o f t h i s a n d o t h e r e t h e n o a d d u c t s d u ri n g n o r m a l m e t a b o l i c p r o c e s s e s .
A l t h o u g h t h e s o u r c e s o f e n d o g e n o u s e G p r o d u c t i o n a r e u n k n o w n , l i p i d p e r o x i d a ti o n h a s b e e n
p o s t u l a t e d a s a s o u r c e o f e d C a n d ed A p r o d u c ti o n (B a r b i n e t a l . , 19 9 3 ) . T h e s e s a m p l e s h a v e
n o t b e e n a n a l y z e d f o r e G c o n t e n t , h o w e v e r . Wi th r e g ar d t o l i p i d p e r o x i d a ti o n , c h o l i n e
d e f i c i e n c y i n c r e a s e s l i p i d p e r o x i d a t i o n w i t h i n t h e l i v e r (R u s h m o r e e t a l . , 1 9 84 ; f o r r e v i e w s e e
Z e i s e l , 1 9 9 0 ) , a n d r a t s f e d a c h o l i n e - d e f i c i e n t di e t f o r 5 2 w e e k s g r a c i o u s l y p r o v i d e d b y Z e i s e l
a n d a s s o c i a t e s w e r e a n a l y z e d f o r e G c o n t e n t . I n a d d i t i o n t o l i p i d p e r o x i d a t i o n , c h o l i n e
d e f i c i e n c y a l s o c a u s e s a n i n c r e a s e i n c e l l p r o li f e r a t i o n (C h an d a r e t a l . , 19 87 ) . N u m e r o u s
s t u di e s h a v e i n d i c a t e d t h a t c a n c e r s u s c e p t i b i l i t y i n c r e a s e s i n y o u n g a n im al s c o m p ar e d w i t h
a d u l t s p o s s i b l y d u e t o h i g h e r c e l l p r o li f e r a ti o n i n y o u n g e r a n im a l s (C i r o u s s e l e t a l . , 19 9 0 ;
L a i b e t a l . , 19 8 5 ; L a i b e t a l . , 19 8 9 ) . T h e a m o u n t o f e G q u a n t i t a t e d i n t h e s e c h o l i n e - d e fi c i e n t
s a m p l e s (0 . 0 8 ± 0 . 0 4 p m o l e G / p m o l G , n = 4 ) d i d n o t e x c e e d t h e c o n t r o l g r o u p (0 . 1 6 ± 0 . 0 2
pm o l/ p m o l G , n = 5 ) f e d a c h o i i n e - s u p p l e m e n t e d d i e t . T h u s , t h e s o u r c e o f e n d o g e n o u s e G
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c a n n o t b e e x p l a i n e d b y i n c r e a s e d l i p i d p e r o x i d a ti o n o r c e l l p r o l i f e r a ti o n .
A n o t h e r p o s s i b l e s o u r c e o f e n d o g e n o u s e t h e n o a d d u c t s a ri s e s f r o m s o u r c e s i n
c h l o ri n a t e d d r i n k i n g w a t e r , f o r e x a m p l e r e a c t i v e h y d r o x y f u r a n o n e s . M u c o c h l o ri c a c i d (M C A )
i s o n e o f m a n y g e n o t o x i c h y d r o x y f u r a n o n e s p r e s e n t i n c h l o r i n a t e d d ri n k i n g w a t e r a n d h a s a
s i m i l a r s t r u c t u r e t o t h e b a c t e ri a l m u t a g e n 3 - c h l o r o - 4 - (d i c h l o r o m e t h y l )- 5 - h y d r o x y
- s (5/ / ) - f u r o n e ,
o r M X
,
w h i c h i s a p o t e n t m u t a g e n i n d ri n k i n g w a t e r (K r o n b e r g e t a l . , 1 9 9 2 ) . E t h e n o a d d u c t s ,
e C
,
e A , a n d l , N
^
- e G , w e r e t h e r e s u l t i n g r e a c t i o n p r o d u c t s o f M C A a n d n u c l e o s i d e s
(K r o n b e r g e t a l . , 19 9 2 ) . H o w e v e r , a d d u c t c o n c e n t r a ti o n s , o r e v e n f o r m a t i o n , f r o m M C A
e x p o s u r e t o c e U s y s t e m s o r w h o l e a n im a l s h a v e n o t b e e n d e t e r m i n e d . B e c a u s e o f t h e
s im i l a ri t y o f s t r u c t u r e s , M X m a y f o r m e t h e n o a d d u c t s w h e n r e a c t e d w i t h n u c l e o s i d e s ,
a l t h o u g h s t a b l e r e a c ti o n p r o d u c t s o f M X a n d n u c l e o s i d e s h a v e n o t b e e n o b s e r v e d . A l l t h e
u n e x p o s e d s a m p l e s o ri g i n a t e d i n t h e U n i t e d S t a t e s w h e r e c h l o ri n a ti o n i s t h e p ri m a r y
d i s i n f e c ti o n m e t h o d . U n f o r t u n a t e l y , n o u n t r e a t e d gr o u p o f a n i m a l s g i v e n e i t h e r d e i o n i z e d
w a t e r o r o z o n a t e d w a t e r w a s a n a l y z e d f o r e G c o n t e n t . T h i s w o u l d b e o f g r e a t v a l u e i n
e l u c i d a t i n g p o s s i b l e s o u r c e s o f e n d o g e n o u s e G a d d u c t s .
T h e p r e s e n c e o f e n d o g e n o u s l y f o r m e d e G i n a n i m a l s n o t e x p o s e d t o V C a n d t h e i r
c o n c e n t r a ti o n s (6 i n 10
' b a s e s ) r a i s e s s e v e r a l q u e s ti o n s a b o u t e G f o r m e d f r o m e x o g e n o u s
c h e m i c a l s . T h e e x i s t e n c e o f h u m a n D N A r e p a i r e n z ym e s c o u p l e d w i t h t h e e n d o g e n o u s
d e t e c ti o n o f e G a t a m o u n t s c o m p a r a b l e t o a h i g h e x p o s u r e o f V C , d e s p i t e i t s m u t a g e n i c
p o t e n ti a l , s u g g e s t t h a t e G m a y n o t b e t h e p ri m a r y a d d u c t i n v o l v e d i n t h e i n d u c ti o n o f
c a r c i n o g e n e s i s . T h e a v e r a g e b a c k gr o u n d c o n c e n t r a t i o n i n 8- w e e k o l d Sp r a g u e - D a w l e y r a t s
w a s a p p r o x i m a t e l y o n e - f o u r t h t h e s t e a d y - s t a t e c o n c e n t r a ti o n o f e G f r o m V C e x p o s u r e ,
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i m p l y i n g t h a t t h e a m o u n t s o f e G f r o m V C e x p o s u r e a d d m o d e r a t e l y t o i n i t i a t i n g e v e n t s t h a t
l e a d t o c a n c e r . A l t h o u g h b a s e r e p a ir m e c h a n i s m s h a v e b e e n d e m o n s t r a te d i n v i t r o , t h e
e x c i s i o n o f e G i n a n im a l s o r h u m a n s h a s y e t t o b e r e p o rt e d a n d n e e d s t o b e i n v e s t i g a t e d t o
p r o v i d e a d d i t i o n a l u n d e r s t a n d i n g o f t h e c o m p l e x n a t u r e o f V C - i n d u c e d c a r c i n o g e n e s i s . I n
c o n c l u s i o n , o u r f i n d i n g t h a t e G i s f o r m e d e n d o g e n o u s l y a t c o n c e n t r a t i o n s w i t h i n a n o r d e r o f
m a g n i t u d e a s r a t s e x p o s e d t o h i g h l e v e l s o f V C p r e s e n t s i m p o rt a n t n e w d a t a f o r V C - i n d u c e d
c a r c i n o g e n e s i s . W h i l e t h e s o u r c e s o f e n d o g e n o u s e G ar e p r e s e n ti y u n k n o w n , t h e a p p l i c a t i o n
o f H R G C - M S t o i t s d e t e c t i o n l e a v e s l i t t l e d o u b t a s t o i t s i d e n t i t y .
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C a s t r o
,
C . E . , Wa d e , R . S . , R i e b e t h , D . M . , B a r t n i c k i , E . W . , a n d B e l s e r , N . O . 19 9 2 .
B i o d e h a l o g e n a t i o n : R a p i d m e t a b o l i s m o f v i n y l c hl o ri d e by a s o i l p s e u d o m o n a s s p . d i r e c t
h y d r o l y s i s o f a v i n y l c h l o ri d e C - C l b o n d . E n v i r o n . T o x i c o l . C h e m . , 1 1 , 7 57 - 7 64 .
C h a n d a r , N . , J . A m e n t a , J . C . K a n d a l a , a n d B . L o m b a r d i . 19 8 7 . L i v e r c e l l t u r n o v e r i n r a t s
f e d a c h o l i n e - d e v o i d d i e t . C a r c i n o g e n e s i s , 8 : 6 6 9 - 6 7 3 .
3 1
C h e n g , K . C . , B . D . P r e s t o n , D . S . C a h i l l , M . K . D o s a n j h , B . S i n g e r , a n d L . A . L o e b . 1 9 9 1 . T h e
V i n y l c h l o r i d e D N A d e r i v a t i v e N
^
,
3 - e t h e n o g u a n i n e p r o d u c e s G - ^ A t r a n s i t i o n s i n E s c h e r i c h i a
c o l i . P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s , 8 8 : 9 9 7 4
- 9 9 7 8 .
C ir r o u s s e l , G . , A . H a r b i n , G . E b e r l e , a n d H . B a r t s c h . 19 9 0 . I n v e s t i g a t i o n s o n t h e r e l a ti o n sh i p
be t w e e n D N A e t h e n o b a s e a d d u c t l e v e l s i n s e v e r a l o r g a n s o f v i n y l c h l o r i d e - e x p o s e d r a t s a n d
c a n c e r s u s c e p t i b i l i t y . B i o c h e m i c a l P h a r m a c o l o g y , 3 9 (6 ) : 1 10 9 - 1 1 13 .
C M R . 19 8 9 . C h e m i c a l p r o f i l e : V i n y l c h l o r i d e . M a y 2 9 , 19 89 . C h e m i c a l M a r k e ti n g
R e p o r t e r , N e w Y o r k , N Y : Sc h n e l l P u b l i s h i n g C o . , 4 6 , 4 4 .
C o w f e r , J . A . , a n d A . J . M a g i s t r o . 19 85 . V i n y l p o l y m e r s . I n : K i r k - O t h m e r e n c y c l o p e d i a o f
c h e m i c a l t e c h n o l o g y , v o l . 2 3 . J o hn W i l e y a n d So n s , I n c . , N e w Y o r k , N Y , 12 2 9 - 3 0 .
C r e e c h
,




a n d M . N . J o h n s o n . 1 9 74 . A n g i o s a r c o m a o f l i v e r i n t h e m a n u f a c t u r e o f
p o l y v i n y l c h l o r i d e . J o u r n a l o f O c c u p a ti o n a l M e d i c i n e , 16 (3 ) : 150 - 1 5 1 .
D a n z i g e r , H . 19 6 0 . A c c i d e n t a l p o i s o n i n g b y v i n y l c h l o r i d e : R e p o r t o f t w o c a s e s . C a n .
M e d . A s s o c . J . , 8 2 : 8 2 8 .
d a C o s t a , K . - A . , S . C . G a m e r , J . C h a n g , a n d S . H . Z e i s e l . 19 9 3 . E f f e c t s o f pr o l o n g e d ( 1 y e a r )
c h o l i n e d e fi c i e n c y a n d s u b s e q u e n t r e f c e d i n g o f c h o l i n e o n 1, 2 - s n - d ir a d y l g l y c e r o l a n d p r o t e i n
k i n a s e C i n r a t l i v e r . Su bm i t t e d t o C ar c i n o ge n e s i s .
D a v i s
, J .W . a n d C a r p e n t e r , C . L . 19 90 . A e r o b i c b i o d e g r a d a ti o n o f v i n y l c h l o r i d e i n
g r o u n d w a t e r s a m p l e s . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . , 5 6 , 3 8 7 8 - 3 8 8 0 .
D o s a n j h , M . K . , A . C h e n n a , E . K i m , H . F r a e n k e l - C o n r a t , L . S a m so n , a n d B . Si n g e r . 1 9 9 3 .
A l l f o u r k n o w n c y c l i c a d d u c t s f o r m e d i n D N A b y t h e v i n y l c h l o r i de m e t a b o l i t e ,
c h l o r o a c e t a l d e h y d e , a r e r e l e a s e d b y a h u m a n D N A g y l c o s y l a s e . I n p r e s s .




A . B a r b i n
,
R . J . L ai b
,
F . C i r o u s s e l , J . T h o m a l e , H . B a r t s c h , a n d M . F . R a j e w sk y .
19 89 . l
,
N ^ - e t h e n o - 2 ' - d e o x y a d e n o s i n e a n d 3 , N
' '
- e t h e n o - 2 ' - d e o x y c y ti di n e d e t e c t e d b y
m o n o c l o n a l a n i ti b o d i e s i n l u n g a n d l i v e r D N A o f r a t s e x p o s e d t o v in y l c h l o r i d e .
C a r c i n o g e n e s i s , 10 (1 ) : 2 0 9 - 2 12 .
F e d t k e , N . , J . A . B o u c h e r o n , M . J . T u rn e r , J r . , a n d J . A . Sw e n be r g . 1 9 9 0 a . V i n y l c h l o ri d e -
i n d u c e d D N A a d d u c t s . I : Qu a n ti t a ti v e d e t e r m i n a ti o n o f N ^ , 3 - e th e n o g u a n i n e b a s e d o n
e l e c ti o p h o r e l a be ti n g . C a r c i n o g e n e s i s , 1 1 (8) : 12 7 9 - 12 8 5 .
F e d ti c e , N . , J . A . B o u c h e r o n , V . E . W a l k e r , a n d J . A . S w e n be r g . 1 9 9 0 b . V i n y l c h l o ri d e - i n d u c e d
D N A a d d u c t s . 11: F o r m a t i o n a n d p e ri s t e n c e o f 7 - (2
'
- o x o e t h y l )g u a n i n e a n d N
^
, 3 -
e t h e n o g u a n i n e i n r a t ti s s u e D N A . C a r c i n o g e n e s i s , 11 (8) : 12 8 7 - 12 9 2 .
3 2
F e r o n , V . J . , A . K ra y s s e , a n d H . P . T i l . 1 9 7 9 . O n e - y e a r ti m e s e q u e n c e i n h a l a ti o n t o x i c i t y
s t u dy o f v i n y l c h l o ri d e i n r a t s . I . G r o w t h , m o r t a l i t y , h a e m a t o l o g y , c l i n i c a l c h e m i s t r y a n d
o r g a n w e i g h t s . T o x i c o l o g y , 13 : 2 5
- 2 8 .
F i l s e r
,
J . G . , a n d H . M . B o l t . 1 97 9 . P h a r m a c o k i n e t i c s o f h a l o g e n a t e d e t h y l e n e s i n t h e r a t
A r c h i v e s o f T o x i c o l o g y , 4 2 : 12 3 - 13 6 .
F o i l e s
,
P . O .
,
L . M . M i g l i e t t a , A . N i s h i k a w a , J . T . K u s m i e r e k , B . S i n g e r , a n d F . - L . C h u n g .
1 9 9 3 . D e v e l o p m e n t o f m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s sp e c i f i c f o r l , N
^
- e t h e n o d e o x y gu a n o s i n e a n d
N ^ , 3 - e t h e n o d e o x y g u a n o s i n e a n d t h e i r u s e f o r q u a n t i t a t i o n o f a d d u c t s i n G 12 c e l l s e x p o s e d t o
c h l o r o a c e t a l d e h y d e . C a r c i n o ge n e s i s , 14 ( 1) : 1 13 - 1 1 6 .
F r e e d m a n , D . L . a n d G o s s e t t , J . M . 19 8 9 . B i o l o g i c a l r e d u c t i v e d e c h l o ri n a t i o n o f
t e t r a c h l o r o e t h y l e n e a n d t ri c h l o r o e t h y l e n e t o e t h y l e n e u n de r m e th a n o ge n i c c o n di ti o n s . A p p l .




2 1 4 4 - 2 15 1 .
F u £i 5 , A , D . H o r v a t , a n d B . D i m i t r o v i d . 1 9 9 0 . M u t a g e n i c i t y o f v i n y l c h l o ri d e i n m a n :
C o mp a ri s o n o f c hr o m o s o m e a b e r r a ti o n s w i t h m i c r o n u c l e u s a n d s i s t e r - c h r o m a t i d e x c h a n g e
f r e q u e n c i e s . M u t a t i o n R e s e a r c h , 2 4 2 : 2 6 5 - 2 7 0 .
G r e e n
,
T . a n d D . E . H a t ha w a y . 19 7 5 . T h e B i o l o g i c a l f a t e in r a t s i f v i n y l c h l o ri d e i n r e l a ti o n
t o i t s o n c o g e n i c i t y . C h e m . - B i o l . I n t e r a c ti o n s , 1 1 :5 4 5 - 4 6 2 .




a n d D . E . H a t h a w a y . 19 7 8 . I n t e r a c ti o n s o f v i n y l c h l o ri d e w i t h r a t
- l i v e r D N A i n
v i v o . C h e m i c a l - B i o l o g i c a l I n t e r a c t i o n s 2 2 : 2 11- 2 2 4 .
G u e n ge ri c h , F . P . 19 9 2 . R o l e s o f t h e v i n y l c hl o ri d e o s i d a t i o n p r o d u c t s 2
- c h l o r o o x i r a n e a n d 2 -
c h l o r o a c e t a l d e h y d e i n t h e i n v i t r o f o r m a t i o n o f e t h e n o a d d u c t s o f n u c l e i c a c i d b a s e s .
C h e m i c a l R e s e a r c h i n T o x i c o l o g y , 5 : 2 - 5 .
G u e n g e ri c h , F . P . a n d P . G . Wa t a n a be . 19 7 9 . M e t a b o l i s m o f [
^ ' ^
C ] - a n d [
^ *
C 1] - l a be l e d v i n y l
c h l o ri d e i n v i v o a n d i n v i t r o . B i o c h e m i c a l Ph ar m a c o l o g y , 2 8 : 5 8 9 - 5 9 6 .




C . P a t ri a n a k o s , K . D . B r u n n e m a n n . 19 7 6 . C h r o m a t o gr p h i c d e t e r m i n a ti o n o f
v i n y l c h l o ri d e i n t o b a c c o s m o k e . A n a l y t i c C h e m i s t r y 4 8 :4 7 - 50 .




J . B a r t s c h , a n d L . Sa c h s . 1 9 7 5 . M u t a ti o n i n d u c t i o n i n C h l i n e s e h a m s t e r V 7 9
c e l l s b y t w o v i n y l c h l o ri d e m e t a b o l i t e s , c h l o r o e t h y l e n e o x i d e a n d 2 - c h l o r o a c e t a l d e h y d e .
I n t e r n a ti o n a l J o u r n a l o f C a n c e r
,
1 6 : 6 3 9 - 6 4 4 .
J a c o b s e n , J . S . , C . P . P e r k i n s , J . T . C a l l a h a n , K . S a m b a m u r ti , a n d M . Z . H u m a y u n . 1 9 8 9 .
M e c h a n i s m s o f m u t a g e n e s i s b y c h l o r o a c e t a l d e h y d e . G e n e t i c s , 1 2 1: 2 13 - 2 2 2 .
3 3
K r o n b e r g . L . , R . Sj o h o lm , a n d S . K a r l s s o n . 19 9 2 . F o r m a t i o n o f 3 , N
' *
- e t h e n o c y t i d i n e , 1 , N
^
-
e t h e n o a d e n o s i n e , a n d l , N
^
- e t h e n o g u a n i n e i n r e a c ti o n s o f m u c o c h l o ri c a c i d w i t h n u c l e o s i d e s .
C h e m i c a l R e s e a r c h i n T o x i c o l o g y , 5 : 8 5 2 - 8 5 5 .
K u Sm i e r e k . J . T . , a n d B . S i n g e r . 19 8 2 . C h l o r o a c e t a l d e h yd e - t r e a t e d ri b o - a n d
d e o x y ri b o p o l y n u c l e o ti d e s . 1 . R e a c t i o n p r o d u c t s . B i o c h e m i s t r y , 2 1 :5 7 17 - 5 7 2 2 .
K u ^m i e r e k . J . T .
,
a n d B . S i n g e r . 1 9 9 2 . l , N 2 - e t h e n o d e o x y g u a n o s i n e : P r o p e r ti e s a n d f o r m a ti o n
i n c h l o r o a c e t a l d e h y d e - t r e a t e d p o l y n u c l e o ti d e s a n d D N A . C h e m i c a l R e s e a r c h i n T o x i c o l o gy ,
5 : 6 3 4 - 6 3 8 .
L a i b , R . J . , L . M . G w i n n e r , a n d H . M . B o l t . 19 8 1. D N A a l k y l a ti o n b y v i n y l c h l o ri d e
m e t a b o l i t e s : e t h e n o d e ri v a ti v e s o f 7 - a l k y l a t i o n o f g u a n i n e ? C h e m . B i o l . I n t e r a c ti o n , 37 : 2 19 -
2 3 1 .
L a i b , R . J . , K . P . K l e i n , a n d H . M . B o l t . 1 9 8 5 . T h e r a t Uv e r f o c i b i o a s s a y : I . A g e -
d e p e n d e n c e o f i n d u c t i o n b y v i n y l c h l o ri d e o f A T P a s e - d e f i c i e n t f o c i . C a r c i n o ge n e s i s , 6 ( 1) : 6 5 -
6 8 .
L a i b
,
R . J .
,
H . M . B o l t
,
R . C a r t i e r
,
a n d H . B a r t s c h . 1 9 89 . I n c r e a s e d a l k y l a ti o n o f l i v e r D N A
a n d c e l l t u r n o v e r i n y o u n g v e r s u s o l d r a t s e x p o s e d t o v i n y l c h l o ri d e c o r r e l a t e s w i t h c a n c e r
s u s c e p ti b i l i t y . T o x i c o l o g y L e t t e r s , 4 5 : 2 3 1 - 2 3 9 .
L e e
,
F . I .
,
a n d D . S . H a r r y . 1 9 7 4 . A n g i o s a r c o m a o f t h e l i v e r i n a v i n y l - c h l o ri d e w o r k e r . T h e
L a n c e t : 13 16 - 13 1 8 .
L i , D . H . , a n d K . R a n d e r a t h . 1 9 9 0 . A s s o c i a t i o n b e t w e e n d i e t a n d a g e - r e l a t e d D N A
m o d i f i c a t i o n s (I - c o m p o u n d s ) i n r a t l i v e r a n d k i d n e y . C a n c e r R e s e a r c h , 50 : 3 9 9 1- 3 9 9 6 .
L i
,
D . H .
,
D
. C X u , N . C h a n d a r , B . L o n b a r d i , a n d K . R a n d e r a t h . 1 9 9 0 . P e r s i s t e n t r e d u c ti o n o f
i n d i g e n o u s D N A m o d i f i c a ti o n (I - c o m p o u n d s) l e v e l s i n l i v e r D N A f r o m m a l e F i s c h e r r a t s f e d
c h o l i n e - d e v o i d d i e t a n d i n D N A o f r e s u l ti n g n e o p l a s m s . C a n c e r R e s e a r c h , 5 0 : 7 4 7 7 - 7 5 80 .
L i
,
D . H .
,
B . M o o r t h y , S . C h e n , a n d K . R a n d e r a t h . 19 9 2 . E f f e c t s o f c y t o c hr o m e P 4 50
i n d u c e r s o n I - c o m p o u n d s i n r a t l i v e r a n d k i d n e y D N A . C a r c i n o g e n e s i s , 13 : 1 19 1- 1 19 8 .
M a l a v e i l l e , C , H . B a r t s c h , A . B a r b i n , A . M . C a m u s , a n d R . M o n t e s a n o . 19 7 5 . M u t a g e n i c i t y
o f v i n y l c h l o ri d e , c h l o r o e t h y l e n e o x i d e , c h l o r o a c e t a l d e h y d e , a n d c h l o r o e t h a n o l . B i o c h e m i c a l
a n d B i o p h y s i c a l R e s e a r c h C o m m u n i c a ti o n s , 6 3 (2 ) : 3 6 3 - 37 0 .
M a l t o n i
,
C . a n d G . L e f e m i n e . 1 9 7 4 . C a r c i n o ge n c i t y b i o a s s a y s o f v i n y l c h l o ri d e .
E n v i r o n m e n t a l R e se a r c h
, 7 : 3 8 7 - 4 05 .
3 4
M a r i o n
,
M . - J . , O . F r o m e n t , a n d C . T r e p o . 1 9 9 1 . A c ti v a ti o n o f K i - r a s g e n e b y p o i n t m u t a ti o n
i n h u m a n l i v e r a n g i o s a r c o m a a s s o c i a t e d w i t h v i n y l c h l o r i d e e x p o s u r e . M o l e c u l a r
C a r c i n o g e n e s i s , 4 :4 50 - 4 5 4 .
M a m e t t , L . J . , a n d P . C . B u r c h a m . 19 9 3 . E n d o ge n o u s D N A a d d u c t s : P o t e n ti a l a n d p a r a d o x .
I n p r e s s .
M a ti j a s e v i c , Z . , M . S e k i g u c h i , a n d D . B . L u d l u m . 19 9 2 . R e l e a s e o f N
^
,
3 - e t h e n o g u a n i n e fr o m
c h l o r o a c e t a l d e h y d e - t r e a t e d D N A b y E s c h e r i c h i a c o l i 3 - m e t h y l a d e n i n e D N A g l y c o s y l a s e 11.
P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f Sc i e n c e s , 8 9 :9 3 3 1 - 9 3 3 4 .
M c C a n n
,
J . , V . S i m m i n , D . S t r e i t w i e s e r , a n d B . N . A m e s . 1 9 7 5 . M u t a g e n i c i t y o f
c h l o r o a c e t a l d e h y d e , a p o s s i b l e m e t a b o l i c p r o d u c t o f 1, 2 - d i c h l o r o e t h a n e (e t h y l e n e d i c h l o ri d e ) ,
c h l o r o e t h a n o l (e t h y l e n e c hl o r o h y d ri n ) , v i n y l c h l o r i d e , a n d c y c l o p h o sp h am i d e . P r o c e e d i n g s o f
t h e N a ti o n a l A c a d e m y o f Sc i e n c e s , 7 2 (8 ): 3 19 0 - 3 19 3 .
N O E S . 19 9 0 . N a ti o n a l O c c u p a t i o n a l E x p o s u r e S u r v e y . U . S . D e p a r t m e n t o f H e a l t h a n d
H u m a n Se r v i c e s , N a ti o n a l I n s t i t u t e o f O c c u p a ti o n a l S a f e t y a n d H e a l t h , C i n c i n n a ti , O H . Ju l y
1
,
19 9 0 .
O e sc h , F . a n d G . D o e r j e r . 19 8 2 . D e t e c t i o n o f N ^ , 3 - e t h e o g u a n i n e i n D N A a f t e r t r e a tm e n t
w i t h c h l o r o a c e t a l d e h y d e in v i t r o . C a r c i n o g e n e s i s , 3 (6 ) :6 6 3 - 6 6 5 .
O e s c h , F . , S . A d l e r , R . R e t t e l b a c h , a n d G . D o e r j e r . 19 8 6 . R e p a ir o f e t h e n o D N A a d d u c t s b y
N - g l y c o s y l a s e s . I n T h e R o l e o f Cy c l i c N u c l e i c A c i d A d d u c t s i n C a r c i n o g e n e s i s a n d
M u t a g e n e s i s , Si n g e r , B . , a n d H . B a r t s c h (e d s . ) , l A R C Sc i e n t i f i c P u b l i c a ti o n s N o . 7 0 , L y o n ,
F r a n c e .
O s t e r m a n - G o l k a r , S . , D . H u l t m a r k , D . Se g e r b a c k , C . J . C a l l e m a n , R . G o t h e , L . E h r e n be r g , a n d
C . A . W a c h tm e i s t e r . 1 9 7 7 . A Uc y l a ti o n o f D N A a n d p r o t e i n s i n m i c e e x p o s e d t o v i n y l
c h l o r i d e . B i o c h e m i c a l a n d B i o p h y s i c a l R e s e a r c h C o m m u n i c a t i o n s , 7 6 (2 ): 2 5 9 - 2 6 6 .
P h e l p s , T . J . , M a l a c h o w s k y , K . , Sc h r a m , R . M . , a n d Wh i t e , D . C . 1 99 1 . A p p l . E n v i r o n .




12 5 2 - 12 5 4 .




Y . L im
,
E . F a r b e r
,
a n d A . G h o s a l . 1 9 84 . R a p i d l i p i d p e r o x i d a ti o n i n t h e
n u c l e a r f r a c ti o n o f r a t l i v e r i n d u c e d b y a d i e t d e f i c i e n t i n c h o l i n e a n d m e t h i o n i n e . C a n c er
L e t t e r s
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